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1 Zusammenfassung und Summary 
 
Zusammenfassung 
 
Transportstudien für Efflux-Transporter sind in der pharmazeutischen Industrie weit verbreitet 
und dienen dazu potentielle Arzneimittel als Substrate von Efflux-Transportern zu 
identifizieren. Diese verhindern, dass u.a. therapeutisch wirksame Mengen von Arzneistoffen 
ihren Wirkort erreichen. Von besonderer Bedeutung sind dabei, auf Grund ihres breiten 
Substratspektrums, die beiden ABC-Transporter P-Glykoprotein (Pgp, MDR1) und Breast 
Cancer Resistance Protein (BCRP, ABCG2). Die Madin-Darby canine kidney Zelllinie 
(MDCK) und ihre, mit einem humanen Transportprotein stabil transfizierten Varianten 
(MDCK-MDR1, MDCK-BCRP), werden vielfach als in vitro Zellkulturmodelle für diese 
Transportstudien verwendet. Die Wildtyp MDCK-Zelllinie dient bei Experimenten als 
Kontrollpopulation, da es zwischen dem endogen exprimierten Transporter und der humanen, 
transfizierten Proteinvariante zu Substratinteraktionen kommt. Aus diesem Grund ist es 
wichtig, sich auf konstante und vergleichbare Expressionslevel der Zelllinien hinsichtlich der 
Transportproteine verlassen zu können, um falsch negative oder falsch positive Ergebnisse bei 
der Identifikation von Substraten zu vermeiden.  
Aus der MDCK-MDR1 und der MDCK-BCRP Zellpopulation wurden Einzelzellen präparativ 
sortiert, um eine neue homogene Population mit hoher und stabiler Expression des 
transfizierten, humanen Gens zu generieren. Gleichzeitig wurden Einzelzellen der Wildtyp-
Populationen sortiert, um eine Kontrollzellinie mit verminderter Expression des endogenen 
Genproduktes zu erhalten, welche mit der Expression in den zuvor gewonnen 
Einzellzellpopulationen vergleichbar ist. Die generierten Zellpopulationen wurden 
molekularbiologisch mittels qRT-PCR und Western Blot analysiert und bestätigten den Erfolg 
des Versuchsziels. In Ergänzung dazu wurden durch funktionelle Transportversuche mit 
radioaktiv markierten Substraten von Pgp die gewonnenen Erkenntnisse verifiziert. Darüber 
hinaus wurden die Zelllinien hinsichtlich der Expression weiterer ABC-Transporter sowie 
Transporter aus der Gruppe der Organic Anion und Organic Cation Transportproteine näher 
charakterisiert, um ein tieferes Verständnis für die Transportvorgänge und mögliche 
Interaktionen in Transportstudien zu erhalten.  
Um vergleichbare Zelllinien mit möglichst geringer Expression des endogenen Pgp zu 
generieren, wurden Populationen der MDCK, MDCK-MDR1 und MDCK-BCRP Zellen mit 
Zinkfinger Nukleasen (ZFN) behandelt, um cPgp auf genomischer Ebene zu deletieren. Auch 
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hier wurden Einzelzellen zur Etablierung einer homogenen knockout (KO) Population 
sortiert. Die generierten KO-Zelllinien wurden molekularbiologisch charakterisiert und auf 
ihre Transporteigenschaften bezüglich Pgp, insbesondere in der betriebsinternen 
Transportversuchsanordnung von AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG, untersucht. 
Die KO-Zellen konnten verbesserte Werte für Pgp-Refernzsubstrate im Transportversuch 
aufweisen und auch für betriebsinterne Substanzen, im Vergleich zu den Ausgangkulturen, 
verlässliche Ergebnisse erziehlen. 
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Summary 
 
Transport studies of efflux transport proteins are widely-used in pharmaceutical industry to 
identify potential drugs as substrates of efflux transporters. These transporters are able to 
prevent the access of therapeutic amounts of drugs at the target location. Of particular 
importance are ,due to their broad spectrum of substrates, the ABC-transporters P-
glycoprotein (Pgp, MDR1) and breast cancer resistance protein (BCRP, ABCG2).  The 
Madin-Darby canine kidney cell line (MDCK) and its stable transfected variants with human 
transporter proteins (MDCK-MDR1, MDCK-BCRP) are often used as in vitro cell culture 
models for transport assays. Because of occuring substrate interactions between the 
endogenously expressed transport protein and the transfected human protein variant the 
wildtype cell line serves as a control population in the experiments. For this reason it is 
important achieve constant and comparable expression levels of the cell lines regarding efflux 
transporters to avoid false negative or false positive results for the identification of substrates. 
Single cells were sorted from the MDCK-MDR1 and the MDCK-BCRP cell cultures to 
generate new homogenous populations with higher and steady expressions of the transfected 
human gene. Simultanously, single cells were sorted from the wild type population MDCK to 
obtain a control cell line showing a reduced expression of the endogenous canine gene 
product, which is comparable to the expression level of the previously generated single cell 
populations. The generated cell populations were analyzed via qRT-PCR and Western Blot 
and comfirmed the success of the sorting experiment. Additionally, these results were verified 
via functional transport experiments with radioactively labled substrates of Pgp. Furthermore, 
the cell lines were characterized regarding the expression of other ABC-transporters as well as 
transporters of the group of organic anion and cation transport proteins to obtain a deeper 
understanding for the transport processes and possible substrate crossinteractions in transport 
studies. 
To generate comparable cell lines with extensively reduced expression of the endogenous 
Pgp, populations of MDCK, MDCK-MDR1 and MDCK-BCRP cells were incubated with 
zinc finger nucleases (ZFN) to delete endogenous cPgp at the chromatin level. For this 
approach single cells were sorted to establish a homogenous knockout (KO) population, 
respectively. The generated KO-cell lines were characterized molecularbiologically and their 
transport properties regarding Pgp were inverstigated, especially regarding internal transport 
assays of AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG. 
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The KO-cells could reveal improved results for well-known Pgp reference substrates in 
transport experiments and also additionally they could obtain more reliable results for internal 
substances compared to the parental cell cultures. 
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2 Einleitung 
 
2.1 ABC-Transporter Familie 
 
Die ABC-Transportproteine bilden eine große Superfamilie von Membrantransportern mit 
konservierten strukturellen Eigenschaften, die in der Plasmamembran von prokaryotischen 
und eukaryotischen Zellen weit verbreitet sind (HIGGINS 1992). Sie fungieren als Efflux-
Transporter, die aktiv Substanzen daran hindern das Epithel zu durchqueren. 
Die Bezeichnung „ABC“ bezieht sich auf die hoch konservierte Adenosintriphosphat (ATP)-
binding cassette, die charakteristische Domäne dieser Proteinfamilie von aktiven 
Membrantransportern  (HYDE et al. 1990).  
Grundlegend bestehen die meisten ABC-Transporter aus vier Kerndomänen, welche die 
minimale Funktionseinheit bilden, die für den aktiven Transport von Substraten benötigt wird. 
Dabei handelt es sich um je zwei Transmembrandomänen (TMD) und zwei 
Nukleotidbindungsdomänen (NBD) (HIGGINS et al. 1986; LINTON und HIGGINS 2007). 
Basierend auf Sequenzanalysen können die ABC-Proteine in drei Klassen eingeteilt werden. 
Bei Mitgliedern der Klasse 1 Transporter ist die NBD mit der TMD verbunden, hingegen 
liegen bei Klasse 3 Transportern diese Domänen als separat codierte Polypeptidketten vor, so 
dass die TMD eigentlich eine eigene Transmembran-Untereinheit ist. Klasse 2 Transporter 
setzten sich aus einem Dimer von NBDs zusammen, verfügen jedoch über keine TMD 
(DASSA und BOUIGE 2001).  
Die Transmembrandomänen enthalten für die Verankerung in der Phospholipid-Membran 
viele hydrophobe Segmente und bestehen aus 6 membrandurchspannenden -Helices, 
wodurch ein Kanal durch die zelluläre Plasmamembran gebildet wird. Mutmaßlich enthalten 
sie die Bindestelle für Substrate (JONES und GEORGE 2004). Die Aminosäure-Sequenz der 
TMDs ist, verglichen mit der Sequenz der NBDs, variabler. Die NBDs enthalten die hoch 
konservierten Walker A und Walker B Motive, welche für die Nukleotidbindung von ATP 
wichtig sind. Das sogenannte „LSGGQ“-Motiv in der NBD-Sequenz wird als diagnostische 
Signatursequenz der ABC-Proteine verwendet (WALKER et al. 1982; BIANCHET et al. 1997). 
NBDs fungieren als molekulare Motoren für den aktiven, transmembranen Substrattransport 
und wandeln die chemische Energie von ATP in Proteinkonformationsänderungen um (JONES 
und GEORGE 2004) (s. Abb. 2.2).  
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 A       B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.1: Struktur eines ABC-Transporters der Klasse 1.  
(A) Das Molekül ist mittels 12 -Helices in die Plasmamembran integriert, wobei je 6 in eine 
Transmembrandomäne (TMD) zusammengefasst sind. Lateral kann das ABC-Transportprotein in 2 
Heterodimere unterteilt werden, wobei jedes über eine TMD mit Substratbindestelle und eine NBD mit ATP-
Bindestelle und Hydrolysierungsdomäne zur Energiegewinnung für den aktiven Substrattransport verfügt. aus 
BEGLEY (2004) 
(B) Strukturanalyse des ABC-Transporters. Die NBDs sind in türkis und gold gekennzeichnet und zeigen die 
geschlossene Dimerkonformation mit gebundenem ATP. Die TMDs sind blau und rot dargestellt und formen 
eine wässrige Kammer in der Membran, in der das Substrat eingeschlossen und gebunden wird. aus STENHAM 
(2003) 
 
 
 
ATP Hydrolyse 
und Austausch 
geschlossene, außwärtsgerichtete 
Konformation 
offene, innengerichtete 
Konformation 
ATP abhängiges 
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Abb. 2.2: Mechanismus des aktiven Substrattransports eines ABC-Transporters.  
ATP-abhängiges Schließen/Dimerisieren der cytosolischen NBDs bedingt den Konformationswechsel der TMDs 
von der innen- zur außwärtsgerichteten Konformation. In rot ist das Transportsubstrat dargestellt. ABC 
Transporter sind häufig Heterodimere (blau und grün). nach PROCKO (2009) 
 
 
Das menschliche Genom codiert für 48 ABC-Transporter (DEAN und ALLIKMETS 2001). 
Diese können in sieben Unterfamilien eingeteilt werden, ABC A-G. Die Substrate der ABC A 
Sub-Familie schließen Lipide, Cholesterin und weitere verwandte Stoffe ein. Sie sind in 
vielen Geweben exprimiert, inklusive dem zentralen Nervensystem (ZNS). Die Sub-Familie 
ABC B beinhaltet die multidrug resistance Proteine (MDR-Proteine), von denen P-
Glykoprotein das am besten charakterisierte Transportprotein ist (s. 2.1.1). In der Gruppe 
ABC C sind die multidrug resistance-associated Proteine (MRPs) vertreten. Substrate für 
MRP1 sind beispielsweise anionische Konjugate mit Glutathion oder Sulfat. Die Familie der 
ABC D Proteine ist im Wesentlichen intrazellulär in Peroxisomen lokalisiert und bindet als 
Substrate Fettsäuren. Hingegen sind die funktionellen Aktivitäten der Sub-Familien ABC E 
und F weitgehend unbekannt. Die Genprodukte von ABC E sind in der Milz, den Eierstöcken 
und Hoden exprimiert, während die Genprodukte von ABC F ubiquitär exprimiert sind. Da 
diese beiden ABC-Proteine nicht über eine Transmembrandomäne verfügen, zählen sie nicht 
zu den Membrantransportern. Die Familie der ABC G Proteine beinhaltet u. a. das Breast 
cancer resistance  protein (BCRP), welches u.a. von Endothelzellen an der Blut-Hirn-
Schranke (BHS) exprimiert wird und in Kapitel 2.1.2 näher beschrieben wird (KLEIN et al. 
1999; DEAN und ALLIKMETS 2001; COORAY et al. 2002; BEGLEY 2004). 
ABC-Transporter wie Pgp erfüllen auch eine Reihe physiologischer Aufgaben. Studien deuten 
an, dass Pgp und MRPs möglicherweise eine protektive Funktion für Astrozyten haben und 
Zellen vor Apoptose bewahren können (PALLIS et al. 2002; GENNUSO et al. 2004). 
 
 
2.1.1 P-Glykoprotein (Pgp) 
 
P-Glykoprotein besteht wie bereits zuvor erwähnt aus zwei membrangebundenen 
Heterodimeren, die je aus einer TMB mit sechs Transmembran-Helices, und einer 
Nukleotidbindungsdomäne bestehen, die zur Bindung und Hydrolyse von ATP befähigt. Pgp 
ist ein 170 kDa großes N-glykosyliertes Membranprotein aus 1280 Aminosäuren und wird 
vom Gen MDR1-Gen codiert. Dieses Gen befindet sich beim Menschen auf Chromosom 
7q21.1 (LING 1997; SCHINKEL 1999; GOTTESMAN et al. 2002; YOU et al. 2007). 
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Pgp ist einer der ersten untersuchten Mitglieder der ABC-Superfamilie und wurde in 
Zusammenhang mit Arzeimittelresistenzen von JULIANO und LING in Hamsterovarzellen 
entdeckt. Als zugrunde liegender Mechanismus dieser Resistenz wurde zunächst eine 
verringerte Permeabilität der Zellmembran vermutet, so dass das Protein als Permeabilitäts-
Glykoprotein, Pgp, bezeichnet wurde (1976). Die Expression von Pgp konnte in einer 
Vielzahl verschiedener Gewebe gezeigt werden, darunter Niere, Darm (im speziellen Dick- 
und Dünndarm) sowie Leber (THIEBAUT et al. 1987).  
Pgp verfügt über ein sehr breites Substratspektrum, welches nichtpolare, schwach 
amphiphatische Verbindungen und ebenso natürliche Metabolite, Steroide, Fluoreszenz-
Marker sowie lineare und zyklische Peptide beinhaltet. Ebenfalls sind viele Medikamente und 
neu entwickelte, potentiell therapeutische Substanzen Substrat für Pgp (YOU et al. 2007). Das  
breite Substratspektrum gibt einen Hinweis darauf, dass P-Glykoprotein einer der wichtigsten 
Transporter der BHS in Bezug auf ihre Efflux-Funktion von Fremdstoffen (Xenobiotika) ist. 
In Versuchen mit knockout Mäusen konnte die umfassende Bedeutung für die BHS 
nachgewiesen werden (s. 2.2) (SCHINKEL et al. 1994). Aufgrund dieser Eigenschaften hat Pgp 
sowohl in der Forschung als auch in der pharmzeutischen Industrie besondere Bedeutung. 
 
 
2.1.2 Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) 
 
BCRP ist ein 72 kDa großes Protein, das aus 665 Aminosäuren besteht. Es wird vom ABCG2-
Gen codiert und ist beim Menschen auf Chromosom 4q21-22 lokalisiert (BAILEY-DELL et al. 
2001). BCRP ist ein sogenannter Halb-Transporter der ABC-Familie, da es im Gegensatz zu 
den meisten anderen ABC-Transportern einen abweichenden Strukturaufbau mit nur einer, 
allerdings N-terminal liegenden, NBD und einer C-terminalen TMD hat (YOU et al. 2007). Es 
ist wahrscheinlich, dass BCRP Homodimere bildet, um funktionell aktiv zu sein (OZVEGY et 
al. 2001; KAGE et al. 2002; LITMAN et al. 2002). BCRP wurde von DOYLE und Mitarbeitern in 
der Medikamenten-resistenten humanen Brustkrebszelllinie MCF-7/AdrVp entdeckt und 
erhielt daher seinen namen „Breast Cancer Resistance Protein“ (1998). Es gibt jedoch keine 
Hinweise auf eine vermehrte Expression von BCRP in normalem oder krankem Brustgewebe 
(HAIMEUR et al. 2004). Nachgewiesen wurde BCRP bisher in der Plazenta, Leber, Darm, 
Gehirn, Niere und auch in diversen Tumoren (DOYLE und ROSS 2003). BCRP verfügt über ein 
breites Substratspektrum. Es handelt sich im Allgemeinen um negativ und positiv geladene 
Verbindungen, organische Anionen und Sulfatkonjugate (STAUD und PAVEK 2005). Im Jahr 
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2000 entdeckten RABINDRAN und Kollegen einen Inhibitor für BCRP, Fumitremorgin C 
(RABINDRAN et al. 2000).  
Die Lokalisation von BCRP im Gewebe sowie das Substratspektrum zeigen viele 
Gemeinsamkeiten mit P-Glykoprotein. Allerdings ist die Funktion von BCRP in 
verschiedenen Geweben, z.B. an der BHS, noch nicht ausreichend charakterisiert.  Viele 
Studien befassen sich mit der Funktion von BCRP, aber auch mit der Interaktion von BCRP 
und Pgp. Experimente zur Funktionsanalyse von BCRP sind schwierig in der Auswertung, da 
Substrate von BCRP oft auch von Pgp transportiert werden und dementsprechend Ergebnisse 
nicht eindeutig dem untersuchten Transporter zugeschrieben werden können. Versuche mit 
knockout Mäusen für Pgp und BCRP haben gezeigt, dass beide Transporter in der BHS 
exprimiert werden und ihre Funktion gegenseitig kompensieren (DE VRIES et al. 2007). Dies 
konnte auch in vitro an hCMEC/D3 Zellen gezeigt werden (TAI et al. 2009). Diese 
Erkenntnisse unterstreichen die klinische Relevanz der Funktion von BCRP hinsichtlich 
dessen Reaktivität mit einer potentiell therapeutischen Substanz bei der Entwicklung neuer 
Medikamente. Eine alleinige Inhibierung von Pgp könnte daher bei funktionellem BCRP 
nicht ausreichend sein, um therapeutisch wirksame Dosen eines Medikamentes zu applizieren. 
Abbildung 2.3 zeigt einen Vergleich des strukturellen Aufbaus von P-Glykoprotein und 
BCRP. 
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Abb. 2.3: Strukturvergleich des Proteinaufbaus von Pgp und BCRP.  
Basolateral ist die ATP-hydrolysierende Domäne oder auch NBD zu sehen (ABC). Pgp zeigt insgesamt 12 -
Helices zusammengefasst in zwei Transmembrandomänen (TMD), BCRP dagegen nur 6 in einer TMD. nach 
SARKADI (2004) 
 
 
2.2 Blut-Hirn-Schranke 
 
Ein Beispiel für ein Barrieresystem mit aktiven Efflux-Eigenschaften durch 
Transportproteine, welches in einem besonderen Fokus steht, ist die Blut-Hirn-Schranke 
(BHS). Die komplizierten elektrochemischen und humoralen Vorgänge im zentralen 
Nervensystem sind nur in einem konstanten extrazellulären Milieu möglich. Schwankungen 
des pH-Wertes im Blut dürfen beispielsweise nicht an das Gehirn weitergegeben werden. Das 
Eindringen von Xenobiotika stellt ebenfalls eine große Bedrohung für das Gehirn dar, weil sie 
zu irreversiblen Schädigungen der Neuronen führen könnten. Der Stoffaustausch zwischen 
Blutplasma und Gehirn muss daher höchst selektiv erfolgen. Die BHS sorgt für die 
entsprechende Aufrechterhaltung des benötigten Milieus. Frühe elektronenmikroskopische 
luminal 
basolateral 
luminal 
basolateral 
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Studien zeigten, dass die BHS eine in Kapillaren lokalisierte endotheliale Barriere ist (REESE 
und KARNOVSKY 1967). Die Endothelzellen der zerebralen Kapillaren verfügen nur über eine 
sehr geringe Zahl an endozytotischen Vesikeln, wodurch der transzelluläre Fluss von 
Substanzen minimiert ist. Zusätzlich sind die Endothelzellen durch enge Zell-Zell-Kontakte 
(„tight junctions“) miteinander verbunden, wodurch ein parazellulärer Transport unterbunden 
wird (RUBIN und STADDON 1999). Dies führt zu den charakteristischen selektiven 
Eigenschaften der Blut-Hirn-Schranke.  
Um das Gehirn mit Nährstoffen zu versorgen, exprimieren die Kapillarendothelzellen diverse 
Transportproteine, um ausgewählte Substanzen aus dem Blut zu extrahieren und dem ZNS 
zuzuführen. Beispielsweise gehören Transporter für Monocarbonsäuren, MCT-1 und MCT-2 
(Monocarbonsäure-Transporter) oder Amin-Transporter für Cholin und Cholin-verwandte 
Substanzen in diese Gruppe der Transportproteine (TAKAKURA et al. 1991; CORNFORD und 
HYMAN 1999). Ebenfalls wurden Transporter der Gruppen organische Anionen- und 
Kationen-Transporter gefunden (KUSUHARA und SUGIYAMA 2001; KUSUHARA und 
SUGIYAMA 2005). Neben den Transportmechanismen zur Versorgung des Gehirns existieren 
aktive Efflux-Transportmechanismen an der luminalen Plasmamembran des 
Kapillarendothels, z.B. durch Pgp, BCRP und Mrp2, welche eine für die Neurone protektive 
Funktion ausüben und Substrate nicht an das ZNS weitergeben.  
Abbildung 2.4 zeigt eine Darstellung der ABC-Transporter, die von Endothelzellen an der 
BHS exprimiert werden. 
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Abb. 2.4: Lokalisation diverser ABC-Transporter in Kapillarendothelzellen der BHS.  
Auf Grund ihrer Lage auf der apikalen Seite der Endothelzellen sind die Transporter wie Pgp und BCRP in der 
Lage die Aufnahme von Xenobiotika ins Gehirn zu limitieren. Die Position der jeweiligen Transporter ist nur 
schematisch dargestellt. nach LOSCHER und POTSCHKA (2005) 
 
 
Sie sind ein aktiver Teil der Barriere-Funktion. Wie bereits erwähnt befördern diese 
Transportproteine aktiv unter ATP-Hydrolyse ein breites Spektrum an Substanzen gegen 
deren Konzentrationsgradienten aus dem Zytoplasma der Kapillarendothelzellen ins 
Gefäßlumen der Kapillaren, sodass diese das ZNS nicht erreichen (s. 2.1) (CORDON-CARDO et 
al. 1989; KUSUHARA und SUGIYAMA 2001; GOLDEN und POLLACK 2003). Die Blut-Hirn-
Schranke ist also eine dynamische Grenzschicht zwischen der systemischen Zirkulation und 
der extrazellulären Gehirnflüssigkeit. Abbildung 2.5 zeigt eine Übersicht der verschiedenen 
Vorgänge an der BHS. 
 
 
Abb. 2.5: Übersicht verschiedener Vorgänge an der BHS. modifiziert nach BEGLEY (2003) 
 
 
Die BHS schützt einerseits das ZNS vor Schwankungen von im Blutplasma gelösten 
Metaboliten und dem Eindringen von Xenobiotika, andererseits verhindert sie auch die 
Aufnahme von Arzneistoffen in pharmakologisch wirksamen Konzentrationen. Dies 
erschwehrt die Therapie zerebraler Erkrankungen wie Tumore, Infektionen, Alzheimer oder 
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Parkinson. Um auf Zellen des ZNS einwirken zu können, muss ein Pharmakon jedoch die 
Extrazellulärflüssigkeit des Gehirns (Liquor cerebrospinalis) erreichen. Voraussetzung für das 
Gelingen sind eine Reihe von Faktoren, u. a. darf das Medikament keinem enzymatischen 
Abbau im Blutplasma unterliegen, es muss in nicht-ionisierter Form in Lösung bleiben und es 
darf nicht an Plasmaproteine binden (WOLF et al. 1996). Die BHS stellt nicht nur ein 
Hindernis bei der Permeation eines Arzneistoffes dar, sondern hat einen darüber 
hinausgehenden Einfluss auf die Pharmakologie des ZNS, die Pharmakokinetik und –dynamik 
sowie die Pathologie eines Organismus im Allgemeinen (JONG und HUANG 2005; REICHEL 
2006).  
 
 
2.3 Multidrug resistance 
 
Für die Medizin ist die Erforschung von Barrieresystemen wie der BHS und ihrer Efflux-
Transportproteine sehr wichtig, da sie das Phänomen der „multidrug resistance“ (MDR) 
hervorrufen können.  
Multidrug resistance bezeichnet die Resistenz eines Organismus, bzw. einer Zelle, gegenüber 
Medikamenten. Der Phänotyp der MDR wurde ursprünglich definiert als eine Resistenz von 
Tumorzellen gegen Zytostatika und zytotoxischer Einflüsse vieler strukturell und funktionell 
unterschiedlicher Arzneistoffe, die gewöhnlich in der Krebstherapie eingesetzt werden  (BECK 
1987; GOTTESMAN 1993). Es beschreibt jedoch ein generelles Phänomen der Resistenz von 
Zellen gegen Arzneistoffe (FERGUSON und BAGULEY 1993). Allgemein werden zwei Klassen 
der Resistenz unterschieden. Eine Resistenz ist intrinsisch, wenn sie genetisch bedingt 
vorliegt, in diesem Fall kommt es schon zu Beginn einer Therapie zu Resistenzerscheinungen. 
Bei der erworbenen Resistenz tritt diese erst im Laufe der therapeutischen Behandlung auf 
und führt häufig zu Rückfällen (JAIN 2001). Die MDR kann, ausser bei Tumorerkrankungen, 
bei verschiedenen Erkrankungen auftreten, wie z.B. bei der rheumatoiden Arthritis, Epilepsie 
oder bestimmten psychischen Krankheiten (LOSCHER 2002; LOSCHER und POTSCHKA 2002; 
JANSEN et al. 2003; SISODIYA 2003). Bei Epilepsie, Depressionen oder Schizophrenie sind 
ungefähr 20-40 % der Patienten resistent gegenüber den aktuell verwendeten Medikamenten, 
selbst bei Gabe des Maximums der tolerierbaren Dosis des therapeutischen Arzneistoffes 
(FAVA und DAVIDSON 1996; HELLEWELL 1999; KWAN und BRODIE 2000).  
Einer der am besten untersuchten Mechanismen, welche eine MDR bedingen können, ist eine 
Überexpression der ABC-Transporter, die durch ein Herausschleusen einer Vielfalt von 
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therapeutischen Agentien bewirken. Maßgeblich beteiligt sind die ABC-Transporter P-
Glykoprotein, BCRP und MRP 2 (multidrug resistance-associated proteins) (PEREZ-TOMAS 
2006).  
Aus diesem Grund ist bei der Entwicklung neuer Arzneimittel die Untersuchung der 
potentiellen Substanzen auf ihre Interaktion mit Transportproteinen sehr wichtig. Sie könnten 
entweder Substrat oder Inhibitor sein, auch Expressions-induzierende Effekte sind möglich. In 
einem frühen Stadium der Medikamentenentwicklung wird daher die Interaktion der 
potentiell therapeutischen Substanzen mit ABC-Transportern in Zellkultursystemen 
untersucht. 
 
 
2.4 MDCK-Zellen als in vitro Modell 
 
Bei der Konzeption und Entwicklung neuer Arzneimittel ist es notwendig in einer frühen 
Phase adequate Modellsysteme zu etablieren, um die Eignung von vielversprechenden 
Substanzen zu untersuchen. Neben einer beobachteten Toxizität sind häufig 
pharmakokinetische Charakteristika für ein Scheitern von potentiellen Arzneistoffen in 
klinischen Studien verantwortlich. Um Vorhersagen für das Überwinden einer Substanz von 
zellulären Barrieren, z.B. der BHS, tätigen zu können, wurden diverse Strategien entwickelt 
(KRAMER 1999). Unter anderem wurden computergestützte Ansätze entwickelt, welche auf 
den pysiko-chemischen Parametern einer zu validierenden Substanz basieren (CRIVORI et al. 
2000). Für Permeationsstudien wurden Modellsysteme unterschiedlicher Komplexität 
etabliert, die von gesammten Organismen bis zu isotropischen lipophilen Phasen reichen 
(KANSY et al. 1998). Die Wahl des Testsystems für Permeations-Eigenschaften einer 
Zellbarriere folgt immer einem Kompromiss zwischen hohem Durchsatz mit niedrigem 
Vorhersagepotential und niedrigem Durchsatz mit hohem Vorhersagepotential. Zellkulturen 
nehmen hier eine intermediäre Position ein und repräsentieren ein wichtiges Werkzeug in der 
Arzneimittelentwicklung (AUDUS et al. 1990; ARTURSSON und BORCHARDT 1997). 
Die Madin Darby canine kidney (MDCK) Zelllinie ist eine sehr gut charakterisierte Zelllinie 
in Bezug auf ihre Genetik, Lipidzusammensetzung, Proteinexpression und anderer Parameter 
(BRAUN et al. 2000). Diese Zelllinie wird u.a. auch für Transportstudien eingesetzt (IRVINE et 
al. 1999).  
Die MDCK-Zelllinie wurde 1958 aus dem distalen Tubulus der Niere eines weiblichen 
Cockerspaniel von Madin und Darby etabliert. Zunächst wurde sie in Studien zur viralen 
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Infektion eingesetzt und näher untersucht (GREEN 1962; GAUSH et al. 1966). Aus dieser 
parentalen Zelllinie wurden zwei Suptypen generiert, die Typ-I und Typ-II MDCK-Zellen 
(RICHARDSON et al. 1981; VALENTICH 1981). MDCK I Zellen wurden aus einer niedrigen 
Passage der parentalen Linie gewonnen und verfügen über einen sehr hohen transepithelialen 
Widerstand (TER) mit Werten von > 4000  x cm2, was sehr starke Zellverbindungen 
indiziert. Die MDCK II Zellen hingegen wurden aus höheren Passagen gewonnen und 
verfügen über geringere TER-Werte von < 300  x cm2, was auf durchlässigere Zell-Zell-
Verbingungen hindeutet (BARKER und SIMMONS 1981). Diese Unterschiede der TER-Werte 
werden durch einen unterschiedlichen Proteinaufbau der Zellkontakte, den sogenannten „tight 
junctions“, verursacht. Beide Zelllinien exprimieren die tight junction Protein claudin-1, 
claudin-4, occludin und ZO-1. Die Typ-II MDCK Zellen exprimieren jedoch zusätzlich das 
Poren formende tight junction Protein claudin-2, welches ein Grund für den verminderten 
TER-Wert sein könnte (FURUSE et al. 2001). Ein weiterer Unterschied besteht in der Bildung 
von kanalbildenen Proteinkomplexen, den sogenannten „gap junctions“, welche die 
zytoplasmatischen Kompartimente zweier benachbarter Zellen verbinden. MDCK I Zellen 
verfügen über gap junctions, während MDCK II keine ausbilden, es sei denn, sie werden 
durch die Expression von gap junction Proteinen wie Connexin 43 dazu angeregt (JORDAN et 
al. 1999; ARMITAGE und JUSS 2003). Morphologisch unterscheiden sich diese beiden 
Subtypen, da die MDCK I im Vergleich zu MDCK II Zellen kleiner und flacher sind 
(RICHARDSON et al. 1981). In der aktuellen Forschung werden für Studien vornehmlich die 
Typ II Zellen verwendet. 
Die MDCK II Zellen wurden für eine stabile Transfektion mit dem humanen MDR1-Gen 
verwendet, welches für das ABC-Transportprotein Pgp codiert (PASTAN et al. 1988). 
Ursprünglich sollte diese transfizierte Zelllinie der näheren Erforschung der Funktion von Pgp 
dienen. Sie wurde jedoch auch als Werkzeugs zur Identifizierung von potentiellen Substraten 
und Inhibitoren von Pgp verwendet, konnte hierbei aber nur bedingt positive Ergebnisse 
erbringen und daher wurde diese Zelllinie nur wenig für Transportstudien eingesetzt (HORIO 
et al. 1989). Stattdessen wurden vornehmlich Caco-2 Zellen für Transportstudien verwendet, 
eine Zelllinie, die aus einem humanen Colon Karzinom generiert wurde (ROUSSET et al. 1979; 
ARTURSSON et al. 2001). Caco-2 Zellen exprimieren Pgp und weisen einen polarisierten 
Efflux von Pgp-Substraten auf (BURTON et al. 1993; HUNTER et al. 1993; HOSOYA et al. 1996; 
WALLE et al. 1999). Allerdings haben diese Zellen den großen Nachteil, dass sie aufgrund 
ihrer langsamen Proliferation und inkonsistenten Expression von Pgp nur 
Versuchsdurchführungen mit relativ niedrigem Durchsatz zulassen (HUNTER et al. 1993; 
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HOSOYA et al. 1996). Des Weiteren reagieren die Caco-2 Zellen sehr sensitiv auf 
Veränderungen der Kulturbedingungen, so dass sich das Expressionsprofil der 
Transmembrantransporter verändert, was die Zuverlässigkeit er Erbenisse von 
Transportstudien vermindert (ANDERLE et al. 1998). Die Expression von diversen mutidrug 
resistance-associated Proteinen (Mrps) (WALLE et al. 1999) ist zwar repräsentativ für die 
humane intestinale Mukosa, jedoch erschwert es die spezifische Untersuchung von Struktur-
Transport-Beziehungen der einzelnen Transportproteine. In Kultur auf semipermeablen 
Membranen bilden MDCK Zellen einen konfluenten Monolayer mit geschlossener 
Diffusionsbarriere aufgrund von tight junctions aus. (MISFELDT et al. 1976; CEREIJIDO et al. 
1978). MDCK Zellen bilden im Gegensatz zu Caco-2 Zellen aufgrund einer höheren 
Proliferationsrate ihre funktionellen Eigenschaften sehr viel schneller aus (3 Tage vs. 21 
Tage) (CHO et al. 1989; IRVINE et al. 1999).  
Abbildung 2.6 zeigt einen MDCK-Monolayer kultiviert auf Transwells
®
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.6: Darstellung eines MDCK Typ II Monolayers. 
Phasen-Kontrast Mikroskopaufnahme eines MDCK Monolayers gewachsen über 6 Tage auf einem Transwell
®
. 
Die Probe wurde fixiert mit Glutaraldehyd, angefärbt mit Hematoxylin/Eosin und gereinigt mit Chloroform. aus 
CHO (1989)  
 
 
MDCK und Caco-2 Zellen teilen viele epitheliale Charakteristika, so dass für 
Transportstudien zunehmend MDCK Zellen eingesetzt wurden. In den späten 1990er Jahren 
wurde erneut eine MDCK Zelllinie generiert, die stabil mit dem humanen MDR1-Gen 
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transfiziert wurde (MDCK-MDR1) (EVERS et al. 1997). Die Zellen zeigten auf der apikalen 
Seite des polaren Monolayers der Populaiton eine hohe Expression des endogenen und 
humanen Pgp (BORST et al. 1999). Daher wurde diese Zelllinie vermehrt als Modelsystem für 
Studien zu humanem Pgp eingesetzt (HAMMERLE et al. 2000; SOLDNER et al. 2000). 
Im Laufe der Zeit wurden durch Transfektion verschiedener humaner Gene diverse MDCK 
Zelllinien generiert, um nähere Erkenntnisse über das jeweilige Genprodukt zu gewinnen. 
Aufgrund der zunehmenden Bedeutung von BCRP als Efflux Transporter an 
Barrieresystemen wurden MDCK II Zellen auch mit dem humanem ABCG2-Gen transfiziert, 
welches für das BCRP Protein codiert (XIAO et al. 2006).  
Neben den Caco-2 Zellen wurden die MDCK Zellen sowie die mit humanem 
Transportprotein transfizierten Varianten von der amerikanischen Zulassungsbehörde US 
Food and Drug Administration (FDA) genehmigt, um potentielle Arzneistoffe auf ihre 
Transportinteraktion mit z.B. Pgp zu untersuchen (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA) 
und SERVICES 2006). 
Die MDCK Zellen haben einige Vorteile in ihrem Gebrauch, bergen jedoch als nicht-humane 
Zelllinie, die mit einem speziellen humanen Transporter transfiziert wurden, die Gefahr der 
Interaktion zwischen dem jeweiligen humanen Transporter und endogen exprimierten 
Transportern. 
 
 
2.5 Zinkfinger Nukleasen 
 
Zur genaueren Erforschung spezifischer Gene und ihrer Proteinprodukte wurden Zellen und 
Organismen auf Chromatinebene entsprechend modifiziert. Auch in der pharmazeutischen 
Industrie hat die Modifizierung, im speziellen von Säugetierzelllinien, zunehmende 
Bedeutung (SPEARMAN et al. 2005; KRAMER et al. 2010). Daher sollten die verwendeten 
Zelllinien hinsichtlich Quantität und Produktqualität modifiziert und optimiert werden. 
Traditionelle Methoden der Genommodifikation basieren auf der Überexpression von Genen 
durch das Einbringen genetischer Informationen mittels Plasmiden oder auch durch virale 
Vektoren, wie z.B. mit einem lentiviralen System (HEFFERON; SCHULTSZ und GEERLINGS; 
MIYOSHI et al. 1998; YANG et al. 2008; PETERSEN-JONES 2012; SAKUMA et al. 2012). Über 
diese Vektorsysteme können Gene allerdings auch indirekt durch das unterbinden der 
Proteintranslation stillgelgt werden, z.B. durch RNA-Interferenz (RNAi). Eine gut etablierte 
Methode der RNAi ist die verwendung von sogenannten small interfering RNA (siRNA) 
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(DYKXHOORN et al. 2003; MORI et al. 2004; IMAI-NISHIYA et al. 2007; KIM und LEE 2007; 
CARTHEW und SONTHEIMER 2009; SIOMI und SIOMI 2009). Bei diesem Mechanismus handelt 
es sich um einen post-transkriptionalen Knockdown. 
Für die spezifische Betrachtung von Genen und ihrer Funktionsweise findet das Gentargeting 
und die Generierung von knockouts Anwendung. Neben der, meist transienten, Defizienz 
eines Genproduktes mittels siRNA bietet die Deletion des Gens selbst auf Chromatinebene 
eine dauerhafte Defizienz des entsprechenden Proteins. Zur Etablierung von spezifisch 
gendefizienten Organismen, z.B. Mäusen, wird die homologe Rekombination zum Gen-KO 
angewendet. Allerdings konnte sich diese Methode in Labor und Industrieverfahren zur 
Modififkation von Zelllinien nicht durchsetzen, da die Wahrscheinlichkeit einer Gendeletion 
nur bei 1 zu 10
5
 liegt (VASQUEZ et al. 2001; DURAI et al. 2005).  
Eine dauerhafte Eliminierung eines spezifischen Gens kann auch durch die Nutzung von 
Zinkfinger Nukleasen (ZFN) erzielt werden. Sie sind ein vielfältiges Reagenz zur 
Modifikation von Genen, indem die Schneidedomäne des Restriktionsenzyms FokI mit einem 
sequenzspezifischen Zinkfinger Protein (ZFP) verbunden wird (KIM et al. 1996; SMITH et al. 
1999). Das ZFP gehört zu den Proteinmotiven, denen es möglich ist sequenzspezifisch an die 
DNA zu binden. Hierzu gehören u.a. auch der Leucin-Zipper und das Helix-Turn-Helix 
Motiv. Das Cys2-His2 Zinkfingermotiv umfasst 20-30 Aminosäuren, unter ihnen zwei 
Cystein und zwei Histidin, die um ein Zink-Molekül angeordnet sind, wobei die Anzahl der 
Zinkfingermotive variabel ist (KLUG und SCHWABE 1995). 
Beispiele für den Einsatz von ZFN reichen von der präzisen Modifikation spezifischer  
Gensequenzen bis zum gezielten knockout transkribierter Genabschnitte. Des Weiteren 
können Gene auch integriert werden (BIBIKOVA et al. 2003; PORTEUS und BALTIMORE 2003; 
URNOV et al. 2005; BEUMER et al. 2006; MOEHLE et al. 2007). Abbildung 2.7 gibt einen 
Überblick zum Aufbau der ZFNs und deren Bindung an die DNA.  
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Abb. 2.7: DNA Erkennung und  Schnitt durch Zinkfinger Nukleasen (ZFN). 
(A) Darstellung eines ZFN Dimers gebunden an eine nicht-palindromische DNA Sequenz. Jedes ZFN besteht 
aus einer Schneide Domäne von FokI verbunden mit einem Zinkfinger Protein (ZFP), das spezifisch für die 
Erkennung entweder der „linken“ (blau) oder der „rechten“ (rot) Halbseite hergestellt wurde. Simultane Bindung 
von beiden ZFNs ermöglicht die Dimerisierung der FokI Nuklease Domäne und somit den DNA Schnitt. In 
diesem Fall verfügt ein ZFN über vier Fingermotive, die 12-bp binden. (B) 3D-Model, welches mit der 
Darstellung in A korreliert. Die DNA ist in grau dargestellt, die ZFN sind blau (linkes ZFN) bzw. rot (rechtes 
ZFN)  
aus MILLER (2007) 
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Die hergestellten ZFNs können mit einfachen Transfektionsreagenzien wie Lipofectamin
TM
 
oder auch durch Elektroporation in die Zelle hinein gebracht werden. Das Schneiden der 
DNA erfordert eine Dimerisierung des mit dem Restriktionsenzym FokI gekoppelten 
Zinkfingers. Liegen diese als Monomer vor, sind sie inaktiv (BITINAITE et al. 1998; SMITH et 
al. 2000; VANAMEE et al. 2001). Dieses Funktionsprinzip macht auch die hohe Spezifität in 
der Erkennung einer Zielsequenz aus, da das Schneiden eine simultane Bindung von beiden 
ZFN-Paaren an ihrer jeweiligen Halbseite erfordert, wobei mehr Zinkfingermotive eine 
erhöhte Spezifität gewährleisten. Die in dieser Arbeit verwendeten ZFN verfügten über 6 
Zinkfinger Domänen, die für eine zusätzliche Erhöhung der Spezifität sorgen. Aufgrund des 
DNA-Reparaturmechanismus der homologen Rekombination werden die meisten Zellen 
funktional reparariert. Jedoch kommt es in 1-20 % der Zellen durch so genanntes nicht-
homologes End joining zu einer Fehlreparatur, die zu einer Deletion und damit zu einem nicht 
funktionalen Gen führt. 
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Abb. 2.8: Schematischer Ablauf der genomischen Modifikation durch ZFN. 
Das ZFN Paar gelangt durch Transfektion in die Zelle und daraufhin in den Nukleus. Die ZFN erkennen 
spezifisch die DNA-Zielsequenz und induzieren einen Doppelstrangbruch. In 1-20 % der Zellen erhält man eine 
Deletion des gewünschten Gens 
NHEJ = nicht-homologes End-joining; HR = homologe Rekombination  
 
 
ZFN bieten durch ihre individuell gestaltbare Sequenz die Möglichkeit der Modifikation 
verschiedenster Organismen. Es wurden u.a. bereits Modifikationen in Pflanzen, Insekten, 
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Nematoden und humanen Zellen durchgeführt (BIBIKOVA et al. 2002; BIBIKOVA et al. 2003; 
PORTEUS und BALTIMORE 2003; LLOYD et al. 2005; URNOV et al. 2005; WRIGHT et al. 2005; 
BEUMER et al. 2006; MORTON et al. 2006). Mit Hilfe der ZFN konnten erstmals auch gentisch 
modifizierte Ratten etabliert werden (JACOB et al.). 
 
 
2.6 Zielsetzung 
 
Ziel dieser Promotionsarbeit war die Etablierung von verschiedenen, optimierten MDCK 
Zelllinien, welche ein vergleichbar niedriges Expressionsniveau des endogenen, caninen Pgp 
(cPgp) zeigen sollten, um Interaktionen mit Substraten zu minimieren. Dadurch könnten diese 
optimierten Zelllinien, zur besseren Vergleichbarkeit in Transporstudien, zur Untersuchung 
von potentiellen Arzneisubstanzen auf ihre Interaktion mit Transportproteinen eingesetzt 
weden. Das bislang verwendete Zellkulturmodell zeigte, im Vergleich zu den mit humanen 
Transportproteinen transfizierten Varianten MDCK-MDR1 und MDCK-BCRP, für die 
Wildtyp-MDCK-Population eine vermehrte Expression von endogenem caninem Pgp. Zudem 
wiesen die Wildtyp-Zellen in bi-direktionalen Transportversuchen mit Referenzsubstraten von 
Pgp ein hohes Efflux Ratio auf. Dies führt bei Bildung des sogenannten Net Efflux Ratios 
zuweilen zu falsch negativen bzw. falsch positiven Ergebnissen, wodurchTestsubstanzen nicht 
eindeutig als Substrate für die Effluxtransporter identifiziert werden können. Des Weiteren 
zeigten die verschiedenen Zelllinien im Passagenverlauf verändernde Expressionslevel, so 
dass die Vergleichbarkeit zusätzlich beeinträchtigt wird. Mit Hilfe eines präparativen 
Sortierens von Einzelzellen aus den bisher verwendeten Zelllinien sollten homogene 
Populationen generiert werden, die eine verminderte Expression von cPgp aufweisen und 
diese im Passagenverlauf stabil beibehalten sollten.  
Um die Expression von cPgp grundsätzlich zu unterbinden, wurde ein Versuchsansatz mit 
spezifischen Zinkfinger Nukleasen (ZFN) verfolgt. Die verwendeten Zelllinien  MDCK sowie 
die MDCK-MDR1 und MDCK-BCRP Varianten wurden mit Zinkfinger Nukleasen 
behandelt, um spezifisch cPgp auf genomischer Ebene zu deletieren. Mittels präparativem 
Sortieren sollten, ebenfalls aus Einzelzellen, KO-Zellpopulationen bezüglich cPgp etabliert 
werden. Der Erfolg des präparativen Sortierens und die Charakterisierung der generierten 
Zelllinien wird zum einen mit molekularbiologischen Methoden, wie qRT-PCR und Western 
Blot, sowie anhand von bidirektionalenTransportstudien mit bekannten Pgp-Substraten 
überprüft. 
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Material 
 
3.1.1 Geräte 
 
Agarosegelkammer,Modell 40-0911 ................................................. PeqLab, Erlangen 
Analysenwaage, Typ R 180 D -*D1 ................................................. Sartorius, Göttingen 
Autoklav, VX-95 ............................................................................... Systec, Wettenberg 
Blotkammer, Mini Trans-Blot
®
 Cell ................................................. Bio-Rad, München 
Brutschrank, Cytoperm
®
 2 ................................................................ Heraeus, Hanau 
Brutschrank, BBD 6220 .................................................................... Heraeus, Hanau 
Eismaschine, ICE FLAKER .............................................................. ELGE, Lippstadt 
Elektrophoresekammer, Mini-PROTEAN
®
 3 Cell ........................... Bio-Rad, München 
Fluoreszenz-Plattenlesegerät, Fluoroskan Ascent
®
 ........................... Labsystems, Frankfurt 
Hämocytometer, Neubauer Improved ............................................... Marienfeld, Lauda 
LightCycler
®
 ...................................................................................... Roche, Mannheim 
Magnetrührer, Combimag RCT ........................................................ IKA Werke, Staufen 
MicroBeta
2
 ........................................................................................ Perkin Elmer, USA 
Mikroskop, ID03 ............................................................................... Carl Zeiss, Jena 
Molecular Imager, ChemiDoc™ XRS .............................................. Bio-Rad, München 
Nano Drop, ND-1000 Spectrophotometer ........................................ Thermo Scientific, USA 
Nano Drop, ND-2000 Spectrophotometer ........................................ Thermo Scientific, USA 
PCR Maschine, PCR Sprint .............................................................. Hybaid, Basingstoke, UK 
pH-Meter, 766 Calimatic ................................................................... Knick, Berlin 
Plattenlesegerät, Model 2550 EIA Reader ........................................ Bio-Rad, München 
Plattenschüttler, Titramax 101 .......................................................... Heidolph, Schwabach 
Power Supply, PowerPac 1000 ......................................................... Bio-Rad, München 
Power Supply, Consort E143 ............................................................ PeqLab, Erlangen 
Rotationsinkubator, Shake ´n´ Stack ................................................. Hybaid, Basingstoke, UK 
Sterilbank, HERAsafe
®
 HS ............................................................... Heraeus, Hanau 
Sterilbank, LaminAir HB 2472 ......................................................... Heraeus, Hanau 
Thermoinkubationsmixer, Thriller
®
 .................................................. PeqLab, Erlangen 
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Tiefkühllagerschrank, -85°C Ultra Low Freezer U41085 ................. New Brunswick, NJ, USA 
Tischzentrifuge, 5415 D Centrifuge .................................................. Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifuge, Biofuge
®
 Fresco ..................................................... Heraeus, Hanau 
Trockenschrank, Function Line UT 6 ............................................... Heraeus, Hanau 
Vortex Mixer, VM3 ........................................................................... Witeg Electrics, Staufen 
Vortex Mixer, Reax 2000 .................................................................. Heidolph, Schwabach 
Waage, L420S-D2 ............................................................................. Sartorius, Göttingen 
Waage, 3736 ...................................................................................... Sartorius, Göttingen 
Wasseraufbereitungsanlage, Bi-Destillierapparat  2108 ................... GFL, Burgwedel 
Wasserbad, Aquatron ........................................................................ Infors, Bottmingen, CH 
Zentrifuge, J2-MC Centrifuge ........................................................... Beckman Coulter, Krefeld 
 ........................................................................................................... Hormuth-Vetter, Wiesloch 
 
 
3.1.2 Software 
 
ChemiDoc™ XRS ............................................................................. Quantity One 4.6 
Fluoroskan Ascent
®
 ........................................................................... Ascent® Software 2.4. 
Lightcycler ........................................................................................ LC Software Version 3.5 
NanoDrop .......................................................................................... ND-1000 V3.3.0 
NanoDrop .......................................................................................... ND-2000 
Statistik .............................................................................................. Graphpad Prism 
 
 
3.1.3 Verbrauchsmaterial 
 
96 well cell culture Cluster ................................................................ Corning, Wiesbaden 
Alu-Folie ........................................................................................... Carl Roth, Karlsruhe 
Combitips, PLASTIBRAND
®
 PD-Tips ............................................ Brand, Wertheim 
Einmalpipetten, 5/10/25 ml, steril ..................................................... Sarstedt, Nümbrecht 
Filterpapier, Chromatography Paper 3MM Chr ................................ Whatman, Dassel 
Glass beads, unwashed 425-600 µm ................................................. Sigma-Aldrich, Steinheim 
Handschuhe, Latex, peha-soft ........................................................... Hartmann, Heidenheim 
Handschuhe, Nitril ............................................................................ VWR, Leuven, B 
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Einfrierröhrchen, 2ml, Cryo.s™ ........................................................ Greiner, Frickenhausen 
Sterilfilter, 150 ml Bottle Top Filter ................................................. Corning, Wiesbaden 
Parafilm
®
, Parafilm
®
 M ..................................................................... Alcan, Neenah, WI, USA 
Pasteurpipetten, 150/300 mm ............................................................ Wilhelm Ulbrich, Mainz 
Pipettenspitzen, 10/100/1000 µl, Ultratip ......................................... Greiner, Frickenhausen 
Pipettenspitzen mit Filter, 10/100/1000 µl ........................................ ZB Neuenheimer Feld 
Reaktionsgefäße, 0,5/1,5/2,0 ml ........................................................ Sarstedt, Nümbrecht 
Reaktionsgefäße, 15/50 ml ................................................................ Sarstedt, Nümbrecht 
Transfermembran, Immobilon-P Transfer Membrane, 0,45 µm ....... Millipore, Schwalbach 
Zellkulturflaschen, 75 cm
2
, Rectangular Canted Neck ..................... Corning, Wiesbaden 
Zellkulturflaschen, 175 cm
2
, Angled Neck ....................................... Corning, Wiesbaden 
Zellschaber, 28 cm ............................................................................ Greiner, Frickenhausen 
 
 
3.1.4 Chemikalien, Substanzen 
 
0,5 M Tris-HCl Buffer pH 6,8 ........................................................... Bio-Rad, München 
1,5 M Tris-HCl Buffer pH 8,8 ........................................................... Bio-Rad, München 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (HEPES) .. Carl Roth, Karlsruhe 
2-Mercaptoethanol ............................................................................ Merck, Darmstadt 
2-Propanol (Isopropanol) .................................................................. ZB Neuenheimer Feld  
2x Rxn Mix ........................................................................................ Invitrogen, Karlsruhe 
6x Orange Loading Dye .................................................................... Fermentas, St. Leon Roth 
Agarose NEEO .................................................................................. Carl Roth, Karlsruhe 
Anti-Maus-IgG-Peroxidase Antikörper ............................................. KPL, Maryland, USA 
Anti-BCRP-Antikörper (Klon BXP-53) ............................................ Alexis, Lörrach 
Anti-Na
+
/K
+
-ATPase Antikörper (Klon M7-PB-E9) ........................ Alexis, Lörrach 
Anti-Pgp Antikörper (Klon C219) .................................................... Alexis, Lörrach 
Ammoniumperoxidsulfat (APS) ....................................................... Sigma-Aldrich, Steinheim 
Bromphenolblau ................................................................................ Waldeck, Münster 
Calcein-AM ....................................................................................... Sigma-Aldrich, Steinheim 
Calciumchlorid-Dihydrat .................................................................. Grüssing, Filsum 
D-Glucose .......................................................................................... Merck, Darmstadt 
Desoxynukleotidphosphate (dNTP) .................................................. PeqLab, Erlangen 
Material 
23 
Digoxin (H
3
) ...................................................................................... ARC, St. Louis, USA 
Dimethylsulfoxid (DMSO) ............................................................... J.T.Baker, Deventer, NL 
Dithiothreitol (DTT) .......................................................................... AppliChem, Darmstadt 
Dulbecco’s MEM FG0435 ................................................................ BioChrom, München 
Ethidiumbromid ................................................................................ Sigma-Aldrich, Steinheim 
Gibco
®
 Trypanblau 0,4 % ................................................................. Invitrogen, Karlsruhe 
Glycerol ............................................................................................. J.T.Baker, Deventer, NL 
Glycin ................................................................................................ AppliChem, Darmstadt 
Harnstoff (Urea) ................................................................................ Merck, Darmstadt 
Kalimchlorid (KCl) ........................................................................... AppliChem, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) ............................................. J.T.Baker, Deventer, NL 
L-Glutamine ...................................................................................... BioChrom, München 
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 x 6H2O) ............................. AppliChem, Darmstadt 
Methanol ............................................................................................ ZB Neuenheimer Feld 
Milchpulver - Blotting grade ............................................................. Carl Roth, Karlsruhe 
N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin (TEMED) ......................... Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumazid (NaN3) .......................................................................... Riedel-de-Haen, Seelze 
Natriumchlorid (NaCl) ...................................................................... J.T.Baker, Deventer, NL 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) ............................................... Merck, Darmstadt 
Penicillin/Streptomycin ..................................................................... Biochrom, Berlin 
Prazosine (H
3
) ................................................................................... ARC, St. Louis, USA 
Precision Plus Protein
TM
 Standards ................................................... Bio-Rad, München 
Quinidine (H
3
) ................................................................................... ARC, St. Louis, USA 
Rinderserumalbumin (BSA) .............................................................. Carl Roth, Karlsruhe 
Salzsäure rauchend 37 % (HCl) ........................................................ VWR, Darmstadt 
SeeBlue
®
 Plus2 Prestained Protein Standard (1x) ............................. Invitrogen, Karlsruhe 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) .............................................................. Serva, Heidelberg 
Super Taq .......................................................................................... Invitrogen, Karlsruhe 
Tri-Natriumphosphat-Dodecahydrat (Na3PO4 x 12H2O) .................. Merck, Darmstadt 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) ........................................ Carl Roth, Karls 
Triton X-100 ...................................................................................... Merck, Darmstadt 
Trypsin/EDTA solution ..................................................................... Biochrom, Berlin 
Vinblastine (H
3
) ................................................................................. ARC, St. Louis, USA 
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3.1.5 Fertigkits 
 
BCA™ Protein Assay Kit ................................................................. Thermo Scientific, USA 
iscript
TM
 cDNA Synthesis Kit ........................................................... Bio-Rad, München 
ProteoExtract
®
 Native Membrane Extraction Kit ............................. Calbiochem, Darmstadt 
QIA shredder (50) ............................................................................. Qiagen, Hilden 
QuantiFast
®
 SYBR
®
 Green PCR Kit ................................................ Qiagen, Hilden 
RNeasy
®
 Mini Kit ............................................................................. Qiagen, Hilden 
Western Lightning
®
 Plus-ECL .......................................................... PerkinElmer, Rodgau 
 
 
3.1.6 Kulturmedien und Puffer  
 
   
Kulturmedium 500 ml 
1 % 
Dulbecco’s MEM FG0435 
Penicillin/Streptomycin 
Einfriermedium 500 ml 
1 % 
10 % 
Dulbecco’s MEM FG0435 
Penicillin/Streptomycin 
DMSO 
Trenngel 7,5 %: 
(0,375 M Tris;  
pH 8,8) 
4,85 
2,5 ml 
100 µl 
0,67 ml 
25 µl 
5 µl 
H2O 
Lower gel buffer 1,5 M Tris-
HCl pH 8,8 
10 % SDS 
30 % Acrylamid/Bis Solution 
10 % APS 
TEMED 
 
Sammelgel 4 %: 
(0,125 M Tris;  
pH 6,8) 
3,05 ml 
1,25 ml 
50 µl 
0,67 ml 
25 µl 
5 µl 
H2O 
Upper gel buffer 0,5 M Tris-
HCl pH 6,8 
10 % SDS 
30 % Acrylamid/Bis Solution 
10 % APS 
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TEMED 
 
Probenpuffer: 1,25 ml 
1 ml 
2 ml 
0,1 M 
0,5 ml 
4,75 ml 
0,5 M Tris-HCl Buffer pH 6,8 
Glycerol 
10 % SDS 
DTT* 
Bromphenolblau 1 % 
Aqua bidest 
 
 
Transferpuffer: 3,03 g 
14,4 g 
200 ml 
ad 1000 ml 
Tris 
Glycin 
Methanol* 
Aqua bidest 
 
PBST („Waschpuffer“): 1000 ml 
1 ml 
1x PBS 
Tween 20 
 
Blockpuffer: 0,5 g 
0,5 g 
ad 50 ml                        
Milchpulver 
BSA 
Waschpuffer 
 
„Stripping“-Puffer 10x,  
pH 6,7: 
62,5 mM 
2 % 
100 mM 
Ad 1000 ml 
Tris-HCl 
SDS 
2-Mercaptoethanol* 
Aqua bidest 
 
   
* erst vor Gebrauch zugeben 
 
 
 
Methoden 
26 
3.2 Methoden 
 
Als Grundlage für die nachfolgend aufgeführten Methoden wurden Madin Darby canine 
kidney (MDCK) Zellen verwendet. Diese Zellen wurden in ihrer Wildtyp Variante sowie als 
stabil mit einem humanen ABC-Transporter transfizierte Zellline eingesetzt. Als Varianten 
lagen zum einen mit humanem P-Glykoprotein transfizierte MDCK Zellen (MDCK-MDR1) 
und zum anderen mit humanem Breast Cancer Resistance Protein transfizierte Zellen 
(MDCK-BCRP) vor. Die Zellen wurden ursprünglich von Prof. Borst und Prof. Schinkel vom 
„The Netherlands Cancer Institute“ bezogen.  
Alle Arbeiten bei der Kultivierung der verwendeten Zellen und vorbereitenden Tätigkeiten für 
anschließende Versuche wurden unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 
 
 
3.2.1 Zellkultur 
 
3.2.1.1 Kultivierung der Zelllinien 
 
Die MDCK Zellen wurden unter Standardbedingungen bei 37°C, 5% CO2 und 95% 
Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank kultiviert. Bei Erreichen eines konfluenten Zellrasens 
wurden die Zellen von ihrem Kulturgefäß abgelöst und ein Teil der abgelösten Zellen wurde 
in ein neues Gefäß überführt. Dieser Vorgang wird als Passagieren bezeichnet. Zum Ablösen 
des Zellrasens wurde TryplExpress verwendet. Dabei wird dieses nach vorherigem Entfernen 
des Kulturmediums und Waschens der Zellen mit PBS auf die Zellen gegeben und im 
Brutschrank für 5-10 Minuten inkubiert. Die daraus resultierende Zellsuspension wurde mit 
Zellkulturmedium versetzt zum Abstoppen der durch das TryplExpress ausgelösten 
Reaktionen. Je nach Versuch und anschließendem Verwendungszweck wurde ein bestimmter 
Teil dieser Zellsuspension in ein neues Zellkulturgefäß mit frischem Zellkulturmedium 
gegeben. 
Um einen Vorrat an Zellen in einem bestimmten Passagenstadium zu schaffen, wurden die 
Zelllinien eingefroren. Das Einfrieren findet im Anschluss an den zuvor beschriebenen 
Vorgang der Zellablösung statt. Die Zellsuspension wird bei 100 x g für 10 Minuten 
zentrifugiert. Der Überstand wurde im Anschluss verworfen und das erhaltene Zellpellett in 
Einfriermedium (s. 3.1.6) resuspendiert. Diese Lösung wurde in einem Volumen von 1 ml  in 
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Einfrierröhrchen überführt und bei 80 °C eingefroren. Bei Bedarf können diese Zellen in 
frischem und erwärmtem Kulturmedium wieder aufgetaut und die Zellkultur erneuert werden. 
 
 
3.2.1.2 Ermittlung der Zellzahl und Vitalität 
 
Von der abgelösten Zellsuspension wird ein bestimmtes Volumen in ein Reaktionsgefäß 
überführt. In das Gefäß wurde danach Trypanblau hinzugegeben und mit der Zellsuspension 
durchmischt. Im Anschluss wurde langsam etwas von diesem Gemisch in ein mit einem 
Deckgläschen abgedeckte Neubauer Improved Zählkammer pipettiert bis das Zählfeld 
bedeckt war. Die nicht eingefärbten Zellen wurden in allen vier in den Ecken befindlichen 
Quadraten ausgezählt und der Mittelwert bestimmt. Die Zellzahl wurde mit folgender Formel 
errechnet:  
Zellen (pro ml) = Anzahl gezählter Zellen (Durchschnitt) x Verdünnung Trypanblau x 10
4
 
Für Assays wurden die Zellen immer mit einer definierten Zellzahl von 300.000 Zellen pro 
cm
2
 ausgesät, um eine Vergleichbarkeit der Versuche zu gewährleisten. 
 
 
3.2.2 Präparatives Sortieren von Zellen 
 
Die vorhandenen Zelllinien wurden mit Hilfe eines BD FACSAria
TM
 auf ihre Pgp-Aktivität 
hin untersucht, Einzelzellen wurden aus definierten Bereichen extrahiert und in eine 96 Loch 
Platte überführt. Aus diesen sortierten Einzelzellen wurde eine neue Zellkultur gezüchtet. Um 
bei den Zelllinien auf ihre Pgp-Aktivität schließen zu können, wurde das bekannte Pgp-
Substrat Calcein-AM verwendet (näheres siehe 3.2.5.1).  
Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschließend eine Stunde mit Calcein-
AM in serumfreiem Medium bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen abgelöst und 
gezählt. Für die Untersuchung und Sortierung im FACS wurden 1 Mio. Zellen verwendet. Die 
gezählten Zellen wurden zweimal mit PBS und 2% FBS gewaschen und in ein Röhrchen für 
die Verwendung am FACS überführt.  
Die Analyse wurde in der FACS Einrichtung am Zentrum für Molekulare Biologie der 
Universität Heidelberg von Dr. Monika Langlotz durchgeführt. 
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3.2.3 RNA/DNA Analysen 
 
3.2.3.1 RNA Isolation 
 
Die zu untersuchenden Zellen wurden wie unter 3.2.1.1 beschrieben von der Oberfläche des 
Zellkulturgefäßes abgelöst und zentrifugiert. Für die Isolation von RNA aus den 
verschiedenen MDCK Zellen wurde das RNeasy
®
 Mini Kit von Qiagen verwendet. Bei der 
Isolation wurde strikt nach den Angaben des Herstellers gearbeitet. Die RNeasy Prozedur ist 
eine etablierte Methode zur Aufreinigung von RNA, bei der zunächst ein Aufbruch der 
Zellwände und Plasmamembranen erfolgen muss, um die gesamte in der Probe enthaltene 
RNA frei zu lassen. Ein unvollständiger Aufbruch würde die RNA-Ausbeute reduzieren. 
Anschließend folgt direkt der Schritt der Lyse und Homogenisierung der Probe. Diese ersten 
Schritte finden in Anweseneheit des mitgelieferten Puffers RLT statt. Er enthält 
Guanidinthiocyanat, welches unverzüglich zu einer Inaktivierung von RNasen führt und so 
eine Aufreinigung intakter RNA gewährleistet. Im Anschluss daran erfolgte eine 
Homogenisierung, die mit Hilfe von QIAshredder Säulen durchgeführt wurde. Die 
Notwendigkeit der Homogenisierung besteht darin die Viskosität des Lysats zu reduzieren, 
die durch den vorherigen Aufbruch der Zellwände und Membranen hervorgerufen wurde. 
Hochmolekulare genomische DNA und andere hochmolekulare zelluläre Bestandteile werden 
dabei geschnitten, so dass man ein homogenes Lysat erhält. Eine unvollständige 
Homogenisierung würde zu einem Sinken der RNA-Ausbeute führen, da die RNA nicht mehr 
so effizient an die Membran der RNeasy Zentrifugensäulen binden kann. Zugegebenes 
Ethanol in einem späteren Schritt sorgt für bessere Bindungsbedingungen an die Quarz-
Membran der RNeasy Zentrifugensäulen. 
 
 
3.2.3.2 RNA Quantifizierung 
 
Mit Hilfe der spektrophotometrischen Analyse durch den NanoDrop ND-1000 konnte die 
RNA-Konzentration in den Proben bestimmt werden. Durch Absorptionsmessung bei einer 
Wellenlänge von 260 nm erfolgt die Konzentrationsbestimmung des RNA-Gehaltes. Eine 
Absorptionseinheit entspricht 40 µg ssRNA/ml (einzelsträngige RNA), so dass sich daraus 
ergibt:                                         c [µg RNA/ml] = A260 x 40 
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Zusätzlich wird der Absorptionsquotient A260/A280 gebildet. Liegt dieser im Bereich von 1,9-
2,1 so ist dies ein Indikator für eine hohe Reinheit der RNA. Dieser Bereich gilt für die 
Messung mit Wasser als Lösungsmittel für RNA. Das Absorptionsmaximum von Proteinen 
liegt bei 280 nm, der ermittelte Quotient ist daher ein Maß für die Verunreinigung der RNA-
Probe mit Proteinen.  
 
 
3.2.3.3 reverse Transkriptase PCR (RT-PCR) 
 
Bei dieser speziellen Technik der PCR wird die vorhandene RNA durch das Enzym Reverse 
Transkriptase in komplementäre (copy) DNA (cDNA) umgeschrieben. Da bei der 
Amplifikation von DNA durch PCR spezifische DNA-Polymerasen eingesetzt werden, die 
nicht in der Lage sind RNA zu amplifizieren, muss die RNA also mit Hilfe dieser Technik in 
DNA umgeschrieben werden. Die verwendete Reverse Transkriptase ist eine RNA-abhängige 
DNA-Polymerase, so dass sie die RNA in cDNA umschreiben kann. Zur Initialisierung der 
DNA-Synthese werden oligo(dt)-Primer verwendet, also Primer, die eine Sequenz von 
mehreren Thymin-Basen enthält. Diese Sequenz ist komplementär zum Poly(A)-Schwanz des 
3’-Endes der mRNA. Im ersten Schritt heftet sich die Polymerase an den RNA-Einzelstrang 
und synthetisiert einen komplementären DNA-Strang. Im zweiten Schritt wird über die 
Exoribonucleaseaktivität der Polymerase der Hybridstrang aus RNA-DNA hydrolysiert, so 
dass im Anschluss ein kompletter DNA-Doppelstrang synthetisiert werden kann. 
Durch die Technik der RT-PCR ist es möglich direkte Rückschlüsse auf die Genexpression zu 
ziehen, da die transkribierte mRNA bereits modifiziert wurde und dem Vorgang des so 
genannten Spleißens unterlegen war. Hierbei werden nicht-codierende Bereiche, die Introns, 
herausgeschnitten. Daher ist es z.B. auch möglich über RT-PCR Isoformen, die durch 
alternatives Spleißen entstanden sind, nachzuweisen.  
Als Ergebnis der RT-PCR erhielt man ein unspezifisches cDNA Produkt. Erst in einem 
folgenden PCR Schritt mit Gen-spezifischen Primern war es möglich, ein bestimmtes Gen zu 
amplifizieren und somit zu untersuchen. 
Die RT-PCR wurde mit Hilfe des iScript
TM
 cDNA Synthesis Kits von Bio-Rad durchgeführt. 
In diesem Kit wird eine modifizierte Variante der Reversen Transkriptase aus dem 
retroviralen MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) verwendet. Das Programm im 
Thermocycler orientierte sich strikt an den Herstellerangaben. Die finale Inkubation bei 85°C 
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führt zu einer Inaktivierung der Polymerase, so dass das erhaltene cDNA-Produkt bei -20°C 
gelagert werden konnte. 
   
Ansatz: 4 µl 
1 µl 
1 µg 
ad 20 µl 
5x iScript reaction mix 
Reverse Transkriptase 
RNA 
Nuklease freies Wasser 
 
Programm: 25°C 
42°C 
85°C 
4°C 
5 min 
30 min 
5 min 
∞ 
   
 
 
3.2.3.4 Quantitative Real Time PCR (qRT-PCR) 
 
Die Echtzeit PCR Anaylse (qRT-PCR) wurde mit dem LightCycler
®
 der Firma Roche 
durchgeführt. Es wurden Glaskapillaren mit einem Volumen von 10 µl als Reaktionsgefäße 
verwendet. Die Temperierung erfolgt bei diesem Gerät über heißen- bzw. kühlen Luftstrom. 
Durch das besonders günstige Verhältnis von Oberfläche zu Volumen der Reaktionsgefäße 
wird eine schnelle Temperaturänderung möglich. Der LightCycler
®
 wird von zwei 
grundlegenden Elementen gebildet. Zum einen einer luftbeheizbaren, temperaturregulierbaren 
Kammer mit einem Probenkarussel, welches Platz für 32 Glaskapillare bietet. Zum anderen 
besteht er aus der Photometer- und Detektionseinheit mit der dazugehörigen Software zur 
Auswertung. Man unterscheidet im Allgemeinen zwei Detektionsformate. Das eine ist das so 
genannte FRET-System mit Hybridisierungssonden, bei dem ein Fluoreszenz-Resonanz-
Energier-Transfer (FRET) zwischen zwei benachbarten Fluorophoren ausgenutzt wird. Das 
andere Detektionsformat beruht auf der Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR 
Green. In den durchgeführten qRT-PCR Experimenten wurde die zweite Detektionsform 
verwendet und wird daher genauer vorgestellt. 
SYBR Green als Fluoreszenzfarbstoff interkaliert mit doppelsträngiger DNA. Er fügt sich in 
der Doppelhelix in die kleinen Furchen zwischen den Basen ein und emittiert während der 
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Bindung Licht einer Wellenlänge von 530 nm. Am Ende der Elongationsphase wird das 
Fluoreszenzsignal gemessen, da zu diesem Zeitpunkt die maximale amplifizierte Menge an 
doppelsträngiger DNA vorliegt. Zu Beginn des Amplifikationsprozesses beinhaltet der 
Reaktionsmix die denaturierte DNA, die Primer und SYBR Green. Das ungebundene SYBR 
Green verursacht eine schwache Fluoreszenz, die als Hintergrundfluoreszenz bei der 
Auswertung computergestützt vom gewünschten Signal subtrahiert wird. Nach der 
Hybridisierung der verwendeten Primer können einige SYBR Green I Moleküle an 
Doppelstränge binden und so einen Anstieg der Fluoreszenz bewirken. Während der 
Elongation lagern sich immer mehr Moleküle an den neu synthetisierten Doppelstrang an. Bei 
der Denaturierung für den folgenden Zyklusschritt, löst sich das SYBR Green wieder von der 
DNA. Da ein Anstieg der Fluoreszenz von SYBR Green direkt mit einem Anstieg der Menge 
an DNA korreliert, können direkt Rückschlüsse auf die generierte DNA Menge geschlossen 
werden. Durch die Messung der Fluoreszenz am Ende des Elongationschrittes eines jeden 
PCR Zyklus kann eine Zunahme an amplifizierter DNA beobachtet werden.  
Über eine Schmelztemperaturanalyse konnte die Produktspezifität von SYBR Green getestet 
werden. Hierbei wird das doppelsträngige DNA-Amplifikat über eine stetige 
Temperaturerhöhung aufgeschmolzen. Die Länge, Sequenz und der GC-Gehalt des DNA-
Doppelstranges bestimmen dabei seine Schmelztemperatur. Zeigt die erhaltene 
Schmelztemperaturkurve mehr als einen Gipfel, wobei der zusätzliche Gipfel meist unterhalb 
der Temperatur des untersuchten Gens liegt, haben sich unspezifische Produkte bzw. Primer-
Dimere gebildet. In diesem Fall muss der Versuch wiederholt werden und unter Verwendung 
verschiedener Annealing-Temperaturen das Reaktionsoptimum erprobt werden.  
Für eine spätere Quantifizierung des Ergebnisses wurden die so genannten CP-Werte 
(„crossing point“) herangezogen. Dieser Wert bezeichnet die Zyklenzahl, bei der das 
Fluoreszenzsignal der Probe aus dem Hintergrundrauschen heraustritt. Bei der durchgeführten 
Quantifizierung handelt es sich um eine relative Quantifizierung. Dabei wird ein Referenz-
Gen als interne Kontrolle mitgemessen. Das Gen-Transkript der Referenz soll Schwankungen 
in der Ausgangsmenge der eingesetzten RNA ausgleichen. Dies wird als Normierung 
bezeichnet. Es ist daher wichtig ein geeignetes Referenz-Gen zu wählen, dass nicht während 
des Zellzyklus und zwischen Zelltypen variiert oder durch die Inkubation der eingesetzten 
Substanzen beeinflusst wird. Als Referenz-Gen diente die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH).  
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Um die Ergebnisse der qRT-PCR zu quantifizieren wurde die Standard-Kurven Methoden 
entsprechend den Angaben des Herstellers der verwendeten LightCycler
®
-Software 
angewendet. 
 
   
Ansatz: 1 µl 
1 µl 
5 µl 
2 µl 
1 µl 
Primer forward (1:10 verdünnt)* 
Primer reverse (1:10 verdünnt)* 
QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix (2x)* 
Nukleasefreies Wasser* 
cDNA** 
 
Programm: 
40 Zyklen 
 
95°C 
95°C 
60°C 
 
5 min 
10 s 
30 s 
 
*     in Glaskapillare vorpipetterieren 
**   erst in Glaskapillare hinzufügen 
 
 
3.2.3.5 PCR 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine Methode für die in vitro Vervielfältigung von DNA. 
Für diesen Vorgang wird ein spezielles Enzym, die DNA-Polymerase, benötigt. Die DNA-
Polymerase verdoppelt während der Phase der Replikation die DNA, dies geschieht bevor 
sich eine Zelle teilt. Für die Verdopplung bindet die Polymerase mit Hilfe eines kleinen 
Oligonukleotids (Primer) an einen DNA-Einzelstrang und synthetisiert einen komplementären 
Strang. Die sich wiederholenden Zyklen einer PCR gliedern sich in drei Teile. Bevor mit den 
sich wiederholenden Zyklen begonnen wird, erfolgt eine so genannte initiale Denaturierung. 
Bei diesem Schritt werden die Proben für einige Minuten auf 94°C erhitzt, um sicherzustellen, 
dass sich die Doppelstränge der eingesetzten DNA und auch der verwendeten Primer trennen. 
Auf diesen Schritt folgen dann die Zyklen, mit den sich wiederholenden Schritten der 
Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation. Die Denaturierung dient dem 
Aufschluss der Doppelstränge, hierbei werden die Wasserstoffbrückenbindungen, die die 
beiden Stränge zusammenhalten, aufgelöst. Im folgenden Hybridisierungsschritt lagern sich 
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die eingesetzten Primer spezifisch an die DNA an. Die genaue Temperatur, die für diesen 
Schritt erforderlich ist, richtet sich nach Länge und Sequenz des jeweils eingesetzten Primers. 
Zu niedrig gewählte Temperatur könnte dazu führen, dass sich die Primer auch unspezifisch 
an die DNA heften und es so zu unerwünschten Banden in der späteren Elektrophorese 
kommen kann. Zu hohe Temperaturen könnten dagegen bewirken, dass sich die Primer gar 
nicht oder nur schlecht an die DNA anlagern können und es so zu einer ineffizienten 
Ausbeute kommen würde. Gewöhnlich liegt die Temperatur von Primern in einem Bereich 
von 50-65°C, diese Temperatur liegt ca. 3-5 Grad unter der Schmelztemperatur des jeweiligen 
Primers. Der letzte Schritt ist die Elongation. Am 3’-Ende des angelagerten Primers 
beginnend, wird nun von der DNA-Polymerase ein komplementärer Strang synthetisiert. 
Dieser wird mit Hilfe von freien Nukleotiden gebildet, die im Reaktionsansatz enthalten sind. 
Eine exponentielle Vermehrung des gewünschten DNA-Abschnittes ist die Folge der Zyklen. 
Für die durchgeführten PCR-Analysen wurde eine Zyklenzahl von 35 gewählt. Im Anschluss 
an die vollendeten Zyklen erfolgte für 10 Minuten eine terminale Elongation. Dieser Schritt 
sollte sicherstellen, dass alle gewünschten Fragmente vollständig amplifiziert worden sind. 
 
   
Ansatz: 2,5 µl 
0,5 µl 
2 µl 
2 µl 
1 µl 
1 µl 
0,25 µl 
ad 25 µl 
10 x Taq Reaktionspuffer 
dNTP’s 
Primer forward  
Primer reverse  
MgCl2 
cDNA 
Taq-Polymerase 
Nukleasefreies Wasser 
Programm: 
35 zyklen 
94°C 
94°C 
55°C 
72°C 
72°C 
4°C 
3 min 
30 s* 
30 s* 
1 min* 
3 min 
∞ 
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3.2.3.6 Agarosegelelektrophorese 
 
Das Prinzip der Agarose-Gelektrophorese ist vom Grundprinzip mit der SDS-PAGE 
identisch. Es stellt eine Methode dar, mit deren Hilfe man DNA ihrer Größe nach auftrennen 
kann.  Die PCR-Produktspezifität kann somit anhand von der ermittelten Nukleotidlängen 
ermittelt werden. Man vergleicht die Größen der erhaltenen Banden mit Strängen bekannter 
Länge, hierzu wird ein so genannter Marker mit aufgetragen. Dieser zeigt ein spezifisches 
Bandenmuster mit definierter Größe und zeigt ein charakteristisches „Leiter-Muster“. Das 
Agarose-Gel funktioniert ebenfalls wie ein molekulares Sieb. Ein elektrisches Feld wird 
angelegt, wodurch die negativ geladenen Nukleinsäuren durch die Gelmatrix zum Pluspol 
wandern. Kleinere Moleküle wandern schneller, so dass eine Größenauftrennung erreicht 
wird. Für die durchgeführte Agarose-Gelektrophorese wurde ein 1 %iges Gel verwendet. Die 
Dauer der Elektrophorese richtet sich nach der Prozentigkeit des Gels, der angelegten 
Spannung und nach der Wegstrecke, die die geladenen Proben zurücklegen sollen.  
Agarose ist ein Polysaccharid aus D-Galaktose und 3,6-Anhydro-L-Galaktose, die 
glykosidisch miteinander verbunden sind.  
Das Agarose-Gel wurde in 1 x TAE angesetzt, dieser wurde ebenfalls als Laufpuffer bei der 
Elektrophorese gebraucht. Durch Aufkochen löst sich die Agarose und die Lösung kann in die 
vorgesehene Gelkammer gegossen werden. Der aufgekochten Lösung wurde vor dem 
hineingießen in die Kammer 5 µl Ethidiumbromid zugesetzt. Ehtidiumbromid ist ein in die 
DNA interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der unter UV-Licht detektierbar ist. Einzelne 
Ethidiumbromid-Moleküle interkalieren zwischen die Basen der DNA und verändern dabei 
ihr Absorptionsspektrum, wodurch sich die Fluoreszenz  bei Anregung mit UV-Licht erhöht. 
 
 
3.2.4 Proteinanalyse 
 
3.2.4.1 Isolation von Membranproteinen aus kultivierten Zellen 
 
Die Isolation erfolgte mit Hilfe des ProteoExtract
®
 Native Membrane Protein Extraction Kit 
von Calbiochem
®
. Bei diesem Vorgehen wurde direkt dem Protokoll des Herstellers gefolgt. 
Das hier zugrunde liegende Prozedere basiert auf einer robusten, jedoch auch milden 
differentiellen Methode. Es werden integrale Membran- und Membran-assozierte Proteine 
extrahiert basierend auf ihrer tatsächlichen Assoziation mit zellulären Membranen. Daraus 
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folgt eine verbesserte Reproduzierbarkeit. Im Vergleich mit vielen anderen Methoden der 
Isolation von Membranproteinen ist in diesem Fall kein intensives Vortexen oder keine 
Ultrazentrifugation erforderlich und minimiert somit die Möglichkeit von Modifikationen 
nach der Extraktion. 
 
 
3.2.4.2 Proteinquantifizierung 
 
Die Proteinbestimmung wurde durchgeführt mit Hilfe des BCA
TM
 Protein Assay Kit. Die 
Funktionsweise beruht auf der Kombination der bekannten Reduktion von Cu
2+
 zu Cu
1+
 durch 
Proteine in einem alkalischen Medium (Biuret Reaktion) und der sensitiven und selektiven 
kolorimetrischen Detektion des kupferhaltigen Kations Cu
1+
 mittels des BCA Reagenz 
(Bicinchoninsäure). Zwei Moleküle des BCA bilden mit dem Cu
1+
 einen Chelatkomplex, der 
eine kräftige violette Färbung hervorruft. Dieser wasserlösliche Komplex hat eine starke 
Absorption bei 562 nm. Diese ist linear steigend mit Zunahme der Konzentration an Protein. 
Die Anzahl der Peptidbindungen und die Anwesenheit von vier spezifischen Aminosäuren 
(Cystein, Cystin, Tryptophan und Tyrosin) sind verantwortlich für die Färbung im 
Zusammenhang mit dem BCA. Im Allgemeinen werden Proteinkonzentrationen bestimmt, 
indem man sie auf Standards eines bekannten Proteins wie z.B. Rinderserumalbumin bezieht.  
Bei der Proteinbestimmung wurde die zu bestimmende Probe 1:8 und 1:16 mit PBS verdünnt. 
Je 25 µl der jeweiligen Verdünnung wurde in eine Kammer einer 96 Lochplatte pipettiert, die 
Proteinbestimmung fand durch eine Doppelbestimmung der jeweiligen Konzentration statt.  
Die erste Reihe der Lochplatte wurde nur mit 200 µl PBS befüllt, um die 
Hintergrundabsorption zu bestimmen und abzuziehen. Als Standard für die Erstellung einer 
Kalibriergeraden wurde eine BSA-Verdünnungsreihe mit den Konzentrationen 0-2000 µg/ml 
hergestellt und auch hiervon jeweils 25 µl in eine Kammer der Platte pipettiert. Zu den 10 µl 
wurden dann zum Starten der Reaktion 200 µl eines Gemisches aus BCA Reagenz A 
(Bicinchoninsäure) und BCA Reagenz B (CuSO
4
), welches im Verhältnis 50:1 hergestellt 
wurde, hinzugegeben. Im Anschluss wurde die Platte für 30 Minuten bei 37°C unter leichtem 
Schütteln (200 rpm) auf einem Schüttler inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Extinktion 
in einem Plattenlesegerät bei λ = 570 nm gemessen. Anhand der erstellten Kalibriergeraden 
des BSA Standards konnte die Proteinkonzentration ermittelt werden. 
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3.2.4.3 SDS-Gelelektrophorese 
 
Die Gelektrophorese wird zur Charakterisierung von Proteinen eingesetzt. Aufgrund der 
unterschiedlichen elektrischen Ladungen der Proteine, die durch die Ladungen der 
Aminosäuren hervorgerufen werden, haben sie verschiedene Wanderungseigenschaften im 
elektrischen Feld. Um Diffusionseffekte zu vermeiden, wird die Elektrophorese in einem Gel 
durchgeführt. Als Gelmaterial dient Polyacrylamid, das aus den Monomeren Acrylamid und 
Bisacrylamid (N, N’-Methylenbisacrylamid) hergestellt wird. An der Reaktion sind weiterhin 
APS und TEMED beteiligt. APS fungiert als Starter einer radikalischen Reaktion, bei der ein 
vernetztes Polymer gebildet wird. In diesem Polymer findet die Elektrophorese statt. TEMED 
übernimmt die Funktion eines Katalysators der Reaktion. Der Vernetzungsgrad und somit die 
Porengröße ist von der Acrylamidkonzentration abhängig. Die Geschwindigkeit der 
Polymerisierung ist abhängig von der Temperatur und vom pH-Wert.  
Wird zu den Proteinen das amphiphatische SDS als Detergens dazugegeben, führt dies zur 
Zerstörung der Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur der Proteine. Sie werden in ihre 
Untereinheiten aufgespalten und es werden lang gestreckte Protein-SDS-Komplexe gebildet. 
Dies hat zur Folge, dass bei allen Proteinen das gleiche Ladung/Masse-Verhältnis vorliegt und 
somit die Wanderung im elektrischen Feld nur noch von der Proteingröße abhängig ist. Alle 
Proteine sind negativ geladen und haben daher auch die gleiche Laufrichtung.  
Um den denaturierenden Effekt zu verstärken werden den Proben reduzierende Thiole (2-
Mercaptoethanol, DTT) beigesetzt, um bestehende Disulfidbrücken zwischen Cysteinresten 
aufzuspalten. 
Für die Wanderung der Lauffront wurde eine Spannung von 200 V  für die Dauer von einer 
Stunde angelegt. Neben den selbst angefertigten Gelen wurden NuPAGE
®
 Bis-Tris Mini Gels 
verwendet. Vor dem Auftragen der Proteinproben wurden diese bei 70 °C für 10 Minuten 
inkubiert. Um für eine bessere Vergleichbarkeit zu sorgen, wurde immer eine 
Ladekonzentration von 5 µg verwendet. 
 
 
3.2.4.4 Western Blot Analyse 
 
Bei dieser Methode werden die zuvor elektrophoretisch aufgetrennten Proteine von der 
Gelmatrix auf einen geeigneten Träger übertragen. Es wird eine Kopie des Gels produziert, 
wobei die Proteine immobilisiert sind. Der Träger war in den durchgeführten Versuchen 
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immer eine aus PVDF (Polyvinylidenfluorid) bestehende Membran. Das durch die 
Gelelektrophorese erhaltene Trennmuster der Protein-Moleküle bleibt erhalten. Die 
Übertragung der Proteine von der Gelmatrix auf die Trägermembran bezeichnete hierbei den 
eigentlichen Vorgang des Blottens. Die Proteine sind nach dem Transfer für eine Bindung mit 
Liganden bzw. Antikörpern zugänglich, wodurch es möglich ist, einzelne Proteine in einem 
Proteingemisch zu identifizieren und sie sowohl qualitativ als auch quantitativ zu bestimmen. 
Zur Detektion der verschiedenen Proteine macht man sich das Antigen-Antikörper-Bindungs-
Prinzip zu Nutze, indem die transferierten mit speziellen Antikörpern reagieren. Ein 
antigenspezifischer Primärantikörper bindet an ein spezifisches Epitop eines Antigens, in 
diesem Fall ein spezielles Protein. Die Bindung der Antikörper an die immobilisierten 
Proteine kann auf verschiedene Weise nachgewiesen werden. Beim direkten Nachweis 
werden Antikörper verwendet, die mit einem speziellen Enzym (z.B. Peroxidase) gekoppelt 
sind. In dien durchgeführten Analysen wurde die indirekten Methode verwendet, bei der ein 
bereits gebundener Antikörper durch einen Sekundärantikörper erkannt wird, der seinerseits 
durch ein geeignetes Enzym markiert ist. 
Das Blotting fand bei 300 mA für 90 Minuten in einer Mini Trans-Blot
®
 Cell von Bio-Rad 
statt. Die mit Proteinen beladene Membran wurde mit Blockpuffer für eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Alle vorgenommenen und im Folgenden beschriebenen 
Inkubationsschritte konnten für die angegebene Zeit bei Raumtemperatur stattfinden oder 
alternativ über Nacht bei 4°C. Geblockt wurde die Membran mit einem Gemisch aus 
Milchpulver und Rinderserumalbumin. Durch dieses Gemisch wurden alle freien 
Bindungsstellen auf der Membran blockiert, da ansonsten die Antikörper an diese 
Bindungsstellen konjugieren und so ein unspezifisches Signal erzeugen würden. Die zum 
Blocken verwendeten Substanzen können nicht von den Antikörpern erkannt und gebunden 
werden. Die Membran wurde nun mit einer Lösung aus Blockpuffer und darin verdünntem 
Primärantikörper inkubiert, der spezifisch gegen ein Protein gerichtet war. Im Anschluss 
folgte die Inkubation mit dem verdünnten Sekundärantikörper. Dieser wiederum ist spezifisch 
gegen bestimmte Bereiche des Primärantikörpers gerichtet, meistens ist dies die Fc-Region 
des Primärantikörpers, und kann so an ihn binden (HAWKES et al. 1982). Nach jedem 
Inkubationsschritt erfolgten mehrere Waschvorgänge (3 x 10 min). Das Waschen ist ebenfalls 
von besonderer Bedeutung, da bei diesem Vorgang z.B. schwächer haftende oder unspezifisch 
gebundene Antikörper entfernt werden. Nach der Sekundärantikörperinkubation konnte das 
gewünschte Protein detektiert werden. Durch die an den Sekundärantikörper gebundene 
Meerrettichperoxidase werden Enzym-Antikörper-Konjugate gebildet, wobei das Enzym eine 
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Chemilumineszensreaktion katalysiert. Dabei wird durch H2O2 die Umsetzung von Luminol 
in seine oxidierte Form katalysiert, bei der eine detektierbare Lumineszenz entsteht. Das für 
die Detektion verwendete Western Lightning
®
 Plus-Kit enthielt zwei Flüssigkeiten, mit der 
die Membran für 1 Minute inkubiert wurde. Luminol und Peroxid sind hierbei in einem 
Verhältnis von 1:2 gemischt. Detektiert wurde mit Hilfe einer CCD-Kamera des ChemiDoc
™
 
XRS-Systems von Bio-Rad. Die indirekte Methode der Detektion bietet mehrere Vorteile. Da 
mehr als ein Sekundärantikörper an einen Primärantikörper binden können, kommt es zu einer 
Signalverstärkung. Des Weiteren hat der Sekundärantikörper eine breitere Spezifität und 
erkennt alle Primärantikörper, die aus einer Spezies stammen (z.B. aus Mäusen). Er ist somit 
universeller einsetzbar. 
Durch ein spezielles Verfahren war es möglich mit einer Membran mehrere Proteine 
nachzuweisen. Bei diesem Verfahren wurden die bereits gebundenen Antikörperstrukturen 
wieder von der Membran entfernt, ein Vorgang, der als „Stripping“ bezeichnet wird. Nach 
vorherigem Waschen der Membran zum Entfernen der Lumineszenzsubstanzen, wurde die 
Membran für 20 Minuten bei 56°C mit „Stripping“-Puffer inkubiert. Nach diesem Vorgang ist 
es besonders wichtig die Membran gründlich zu waschen, um Rückstände des Puffers von der 
Membran zu entfernen. Danach konnte wiederum geblockt werden und die Membran mit 
einem anderen Primärantikörper inkubiert werden. 
 
 
3.2.5 Transport-Versuche 
 
3.2.5.1 Calcein-AM Assay 
 
Zur Untersuchung der Transportaktivität von Pgp wurde der Calcein-AM Assay verwendet. 
Calcein ist ein grün-fluoreszierender Farbstoff, während Calcein-AM ist den bis-
Acetoxymethylester von Calcein darstellt und im Gegensatz zu diesem keine Fluoreszenz 
zeigt. Calcein-AM ist ein ungeladenes, lipophiles Molekül, das über passive Diffusion durch 
die Membran in die Zelle gelangt. Hier kommt es zu einer Hydrolyse durch endogene 
unspezifische Esterasen und  somit zu einer Aktivierung von Calcein. Die Estergruppen 
werden abgetrennt und das nun stark negativ geladene Calcein ist in der Lage mit 
Calciumionen einen Komplex auszubilden. Es kommt zu einer intrazellulären Akkumulation 
von Calcein. Der gebildete Chelatkomplex bewirkt die Fluoreszenzentwicklung.  
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Dieses System eignet sich sehr gut für eine Untersuchung der Transportaktivität von Pgp, da 
Calcein-AM ein Substrat dieses Effluxtransporters ist (HOMOLYA et al. 1993). Calcein-AM 
wird von dem in der Membran lokalisierten Transporter erkannt und unter Verbrauch von 
ATP wieder aus der Zelle herausgeschleust (s. Abb. 3.1). Durch diesen Prozess kommt es nur 
zu einer sehr geringen Akkumulation von freiem Calcein und auch die 
Fluoreszenzentwicklung ist daher stark eingeschränkt. Eine hohe gemessene Fluoreszenz 
entspricht demnach einer niedrigen Aktivität von Pgp und umgekehrt eine niedrige 
Fluoreszenz lässt auf eine hohe Pgp-Aktivität schließen. 
 
   A                                                                   B     
Abb. 3.1: Struktur und schematische Übersicht über Calcein-AM-Pgp Interaktion 
(A) Die Struktur von Calcein-AM und Calcein; (B) Übersicht Efflux von Calcein-AM durch Pgp und 
intrazelluläre Akkumulation von freiem Calcein. Calcein-AM wird durch Pgp gebunden und aktiv ausgeschleust. 
Gelangt Calcein-AM in die Zelle, wird es intrazellulär von Esterasen gespalten, so dass freies, fluoreszierendes 
Calcein vorliegt. aus www.xenotechllc.com/Contract.Service-DrugTransporters 
 
 
Zur Durchführung dieses Versuches wurden die jeweiligen Zellpopulationen in einer Zellzahl 
von 300.000 Zellen/cm
2
 in einer 96 Lochplatte ausgesät. Nach etwa 4-5 Tagen wurde der 
Versuch durchgeführt. Das auf den Zellen vorhandene Kulturmedium wurde abgeschüttet und 
die Zellen zunächst 2 mal mit 37°C warmem KRB gewaschen, es wurden pro Kammer 200 µl 
KRB zugegeben. Im Anschluss wurde eine Calcein-AM in einer Konzentration von 1 µM in 
KRB zu den Zellen gegeben und für 30 min. bei 37°C unter leichtem Schütteln abgedeckt 
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen 2 x mit 200 µl KRB gewaschen und danach 
mit 200 µl 1 % Triton-x 100 in KRB für 20 min. abgedeckt inkubiert. Die Messung der 
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Fluoreszenz fand im Fluoroskan Ascent
®
 bei einer Anregungswellenlänge von 485 nm und 
einer Emissionswellenlänge von 520 nm statt. 
 
 
3.2.5.2 Bi-direktionaler radioaktiver Transportversuch 
 
Dieser zellbasierte Transportversuch bietet die Möglichkeit der Voraussage, ob eine Substanz 
als Substrat eines Transportproteins wie z.B. Pgp erkannt wird. Für den Versuch wurden die 
bekannten Pgp-Substrate Quinidin, Vinblastin und Digoxin verwendet, die radioaktiv mit 
Tritium (
3
H) markiert waren. Die verwendeten Zellen wurden an Tag 1 in 96-Loch 
Transwells® mit einer Zelldichte von 300.000 Zellen/cm2 ausgesät. An Tag 5 wurde der 
Versuch durchgeführt, nachdem am Tag zuvor das Medium gewechselt wurde. Die Zellen 
wurden zunächst mit Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), dessen pH-Wert auf 7,4 
eingestellt war, gewaschen. Das HBSS wurde entfernt und die Zellen wurden im Anschluss 
mit frischem HBSS für 30 min. bei 37°C vorinkubiert. Die radioaktiven Substrate H
3
-
Quinidin (60-90 Ci/mmol), H
3
-Vinblastin (5-25 Ci/mmol) and H
3
-Digoxin (15-40 Ci/mmol) 
wurden jeweils in einer Konzentration von 10 µCi in HBSS auf die Zellen gegeben. Das 
Reaktionsvolumen im apikalen Kompartiment war 100 µl und im basolateralen Kompartiment 
200 µl. Abhängig von der der gewünschten Transportrichtung, also apikal-basolateral (ap-bas) 
bzw. basolateral-apikal (bas-ap), wurde die Lösung mit dem radioaktiven Substrat in das 
jeweilige Kompartiment hinzugegeben. Proben wurden nach 0 und 60 Minuten in beiden 
Kompartimenten mit einem Volumen von 50 µl genommen. Die genommenen Proben wurden 
in eine 96-Lochplatte überführt und mit 150 µl Szintillationsflüssigkeit versetzt. Als 
Szintillationsflüssigkeit wurde UltimaGold
TM
 benutzt und die Radioaktivität mit einem 
MicroBeta
2 TM
 Szintillationszähler vermessen. Abbildung 3.2 beschreibt eine schematische 
Darstellung über den Versuchsaufbau und Ablauf. 
Die gewonnen Daten wurden folgendermaßen ausgwertet: 
 
(Gl.1)  Papp (nm/s) = (Q/t) * (1/(A x C0)) 
 
Q ist die Menge der transportierten Substanz (µM), t repräsentiert die Inkubationszeit 
(sec.), A ist die Oberfläche des Monolayers (cm
2
), C0 ist der Mitterlwert der Start-End-
Konzentration im Donorkompartiment (µM) 
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(Gl. 2)  Efflux ratio (ER) = Papp, B-A/Papp, A-B 
 
(Gl. 3)  Net flux ratio = ERMDR1/ ERMDCK 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3.2: Schematischer Transportablauf im Transwell
®
-System. 
Je nach Transportrichtung bildet das apikale oder das basolaterale Kompartiment das Donorkompartiment mit 
der radioaktiv markierten Substanz. 
 
 
3.2.5.3 Bi-direktionaler Transportversuch mit Analyse LC-MS Analyse 
 
Dieser zellbasierte Transportversuch wurde ähnlich wie unter 3.2.5.2 beschrieben 
durchgeführt. Es wurden jedoch keine radioaktiv marktierten Substanzen verwendet. Die LC-
MS Analyse wurde durch Mitarbeiter der AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG 
durchgeführt. 
 
 
3.2.6 Ausschaltung von cPgp durch Zinkfinger Nukleasen  
 
Zur Ausschaltung des in den Zellen endogen vorhandenen Pgp wurden speziell hierfür 
hergestellte Zinkfinger Nukleasen (ZFN) verwendet (s. 2.5). Die ZFN wurden von Sigma-
Aldrich
®
 produziert mit einer spezifischen Erkennungssequenz für cPgp. Die Transfektion der 
verschiedenen MDCK Zellen wurde mit GenJet™ In Vitro DNA Tranfection Reagent for 
MDCK Cells durchgeführt. Hierbei wurde sich strikt an die Angaben des Herstellers gehalten. 
Nach der Inkubation mit ZFN wurden (s. 3.2.2) präparativ Einzelzellen in 96-Lochplatten 
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sortiert und zu einer neuen Zellkultur gezüchtet. Die neu generierten Zellkulturen wurden 
dann mittels PCR genotypisiert zur Identifizierung der Knockout-Zellen. 
 
 
3.2.7 Statistik 
 
Die gewonnen Daten werden als Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt. Die 
statistische Analyse wurde durchgeführt mit Hilfe des zweiseitigen, nicht-parametrischen 
Mann-Whitney t-Test. 
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4 Ergebnisse 
 
Für eine standardisierte Analyse ist es sehr wichtig eine definierte und homogene Zellkultur 
zu verwenden, die ihre charakteristischen Eigenschaften wie Expression und Aktivität von P-
Glykoprotein (Pgp) über einen langen Zeitraum beibehält. Um eine Zellpopulation zu 
erhalten, die diese Anforderungen erfüllt, wurden Einzelzellen aus den bestehenden 
Zellpopulationen MDCK-WT und MDCK-MDR1 soriert und aus diesen eine neue Zellkultur  
generiert. Nachfolgend werden die Ergebnisse des Sortierens dargestellt sowie die 
anschließende nähere Charakterisierung der neu generierten Zellpopulationen im Vergleich zu 
ihren Ausgangspopulationen.  
 
 
4.1 Sortierung und Analyse von MDCK-WT und MDCK-MDR1 
Zellen 
 
4.1.1 Präparatives Sortieren von Einzelzellen aus MDCK-WT und MDCK- 
MDR1 Zellen 
 
Die vorhandenen Wildtyp MDCK Zellen (MDCK) und die mit humanem Pgp transfizierten 
MDCK Zellen (MDR1) wurden mit Calcein-AM als Pgp-Substrat vorinkubiert und mit Hilfe 
eines BD FACSAria
TM
 Einzelzellen aus unterschiedlich definierten Pgp-Aktivitätsbereichen 
in eine 96 Lochplatte sortiert. Calcein-AM ist ein Substrat von Pgp und emittiert kein 
fluoreszierendes Signal. Intrazellulär wird durch Esterasen die Esterbindung gespalten und 
das freie Calcein zeigt ein fluoreszierendes Signal. Diesem Mechnismus zugrundeliegend 
ergibt sich ein umgekehrtes Verhältnis zwischen der Fluoreszenzintensität und der Aktivität 
von Pgp. Eine erhöhte Fluoreszenz lässt auf eine niedrige Aktivität von Pgp schließen und 
reziprok indiziert eine niedrigere Fluoreszenz eine höhere Aktivität von Pgp (ESSODAIGUI et 
al. 1998). Abbildung 4.1 zeigt die verschiedenen Fluoreszenzmuster von MDCK-WT und 
MDCK-MDR1 Zellen. Im weiteren Verlauf werden die MDCK-WT Zellen nur MDCK und 
die MDCK-MDR1 Zellen nur MDR1 genannt. 
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Abb. 4.1: Fluoreszenzmuster der MDCK und MDR1 Zellpopulationen.  
Der jeweils markierte Bereich indiziert das Areal, aus dem Einzelzellen sortiert wurden, die für die späteren 
Versuche weiterverwendet wurden. (A) bezeichnet dabei die Fluoreszenzintensität der MDCK Zellen; es wurden 
Einzelzellen mit niedrigerer Pgp-Aktivität sortiert. (B) zeigt das Fluoreszenzmuster der MDR1 Zellen, hier 
wurde ein Areal definiert zum Sortieren von Einzelzellen mit einer hohen Pgp-Aktivität. 
 
 
In Abbildung 4.1 ist deutlich zu erkennen, dass die Fluoreszenzverteilung innerhalb der 
jeweiligen Zellpopulation sehr heterogen gewesen ist. Die Population der MDCK Zellen 
verfügte folglich über Zellen, die eine hohe Pgp-Aktivität aufzeigten, und Zellen, die 
hingegen eine geringe Pgp-Aktivität vorwiesen. Die MDR1 Zellen verfügten aufgrund des 
stabil transfizierten humanen Pgp im Durchschnitt über eine sehr viel höhere Pgp-Aktivität, 
zeigten jedoch ebenfalls eine heterogene Verteilung mit Zellen höherer Pgp-Aktivität und 
ebenso Zellen mit geringerer Aktivität.  
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Um eine homogene Zellpopulation zu erhalten, wurden Einzelzellen aus den jeweiligen 
Zellkulturen sortiert. Die MDR1 Zellen wurden nach der Vorgabe eine Zelllinie mit höherer 
Pgp-Aktivität zu generieren sortiert. Im Gegensatz dazu sollte eine homogene 
Kontrollzelllinie aus den Wildtyp Zellen mit einer geringen Pgp-Aktivität generiert werden. 
Durch das Sortieren wurden dutzende Einzelzellen zu einer Zellkultur gezüchtet und auf ihre 
Eigenschaften untersucht.  
 
 
4.1.2 Analyse der mRNA-Expression bezüglich cPgp und hPGP 
 
Die Expressionsanalyse mittels quantitativer real time PCR (qRT-PCR) diente als erste 
Analyse zur Beurteilung der verschiedenen generierten Zellpopulationen, welche aus den 
sortierten Einzelzellen herangezogen wurden. Es wurde die Expression von endogen 
vorhandenem caninen Pgp untersucht und für die MDR1 Zelllinien zusätzlich die Expression 
des transfiziertem humanen Pgp. Die sortierten Zellpopulationen sollten über ein vermindertes 
Level an endogenem cPgp verfügen, welches bei beiden Zelllinien auf einem vergleichbaren 
Niveau liegen sollte. Neben der möglichst geringen Expression von cPgp sollte die 
MDR1_high Zellpopulation gleichzeitig eine hohe Expression an hPGP zeigen. Die 
Eigenschaften dieser neu generierten Zelllinien sollten ebenfalls über einen längeren 
Passagenzeitraum erhalten bleiben. 
In Tabelle 4.1 werden exemplarisch einige Expressionsdaten von sortierten Zellpopulationen 
aus den jeweiligen unterschiedlichen definierten Arealen dargestellt, welche die Heterogenität 
der Pgp Expression verdeutlichen.  
 
 
 
Zellpopulation hPGP cPgp 
MDCK n.d. 0,062 
MDCK a n.d. 0,082 
MDCK b (MDCK_low) n.d. 0,019 
MDCK c n.d. 0,16 
MDR1 0,869 0,046 
MDR1 a 1,02 0,026 
MDR1 b 0,59 0,054 
MDR1 c (MDR1_high) 1,386 0,023 
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Tabelle 4.1: Expression von hPgp und cPgp verschiedener sortierter Einzelzellpopulationen. 
Aus mehreren sortierten Einzelzellen wurden neue Zellpopulationen gezüchtet und auf ihre Expression bezüglich 
Pgp untersucht. Sowohl MDR1 Zellen und ihre sortierten Zellen als auch MDCK Zellen und die daraus 
sortierten Zellen wurden untersucht. Dargestellt wird die Pgp-Expression nach Normalisierung der gemessenen 
Expression von Pgp auf das Haushaltsgen Gapdh. Die Populationen MDCK b und MDR1 c wurden auf Grund 
ihres Expressionsmusters für die weitere Charakterisierung ausgewählt und werden im folgenden als 
MDCK_low und MDR1_high bezeichnet. 
 
 
Aufgrund der ersten Expressionsanalyse wurden zwei Populationen mit vielversprechenden 
Ergebnissen ausgewählt. Die neu generierten Zelllinien wurden MDR1_high für die aus der 
MDR1 Population entstandene Kultur benannt, sowe MDCK_low für die aus MDCK 
hervorgegangene neue Kultur. 
Abbildung 4.2 zeigt die Expression für die vielversprechenden Zellpopulationen, welche aus 
Einzelzellen zu einer neuen Zellkultur gewachsen waren. Dargestellt werden die Werte der 
sortierten Zellen im Vergleich zu ihren Ausgangszellpopulationen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.2: Expressionslevel der Ausgangszellpopulation und ihrer jeweils sortierten Zelllinie 
qRT-PCR zur Ermittlung der relativen Expression von cPgp und hPGP in den verschiedenen Zellpopulationen. 
Zur Normalisierung wurde das Haushaltgen Gapdh verwendet und alle erhaltenen Expressionswerte für das 
jeweilige Zielgen wurden hierauf normalisiert. 
MW +/- SD von n = ≥ 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. p * < 0,05 Signifikanz der 
sortierten Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige Ausgangspopulation 
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Das Expressionsniveau der MDR1_high Zellen zeigte eine verstärkte Expression für das 
humane Pgp Gen (hPGP) und gleichzeitig eine verringerte Expression für das endogen 
vorhandene canine Pgp (cPgp) im Vergleich zur Ausgangszelllinie. Die MDCK_low Zellen 
wiesen eine ebenfalls verringerte Expression für das endogene Pgp auf. Dabei befand sich die 
Expression von endogenem cPgp bei beiden generierten Zelllinien auf einem vergleichbaren 
Niveau, wodurch sich MDCK_low als interne Kontrollpopulation für MDR1_high im 
weiteren Versuchsverlauf eignete. 
Aufgrund dieser positiven Resultate wurden diese Zellen weiter verwendet und näher 
untersucht.  
Von großem Interesse war dabei ebenfalls die Stabilität dieser Eigenschaften der generierten 
neuen Zellkulturen. Abbildung 4.3 stellt den Verlauf des Expressionsmusters für das 
endogene cPgp und das humane Pgp für die einzelnen Zelllinien im zeitlichen Verlauf von 
verschiedenen Passagen dar.  
 
 
A 
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Abb. 4.3: Expressionsverlauf von cPgp und hPGP im zeitlichen Ablauf bei den Ausgangszelllinien sowie 
den sortierten Zelllinien. 
(A) zeitlicher Verlauf der Expression von cPgp für die verschiedenen Zelllinien dar. Zur Normalisierung der 
Expressionswerte wurde Gapdh verwendet. 
MW +/- SD von n = ≥ 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. p * < 0,05 Signifikanz der 
sortierten Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige Ausgangspopulation innerhalb eines Passagenzeitraumes; p 
#
 < 
0,05 Signifikanz im Unterschied der Expression von MDCK vs. MDR1 bzw. MDCK_low vs. MDR1_high; p 
&
 < 
0,05 Signifikanz im Zeitverlauf der Expression der einzelnen Zelllinien verglichen mit ihrer Expression bei P10. 
(B) Expressionsverlauf von hPGP für MDR1_high sowie der Ausgangszelllinie MDR1. 
MW +/- SD von n = ≥ 4; p * < 0,05 
 
 
Die sortierten Zelllinien zeigten signifikant geringere Expressionswerte von cPgp im 
Vergleich zu ihren Ausgangspopulationen. Diese signifikante Minimierung der Expression 
konnte über den gesamten untersuchten Passagenzeitraum festgestellt werden, sowohl für 
MDR1_high als auch für MDCK_low. Als weiterer wichtiger Aspekt wurde der Unterschied 
der Expression von cPgp zwischen den beiden Ausgangspopulationen, also MDR1 und 
MDCK, und zwischen den beiden generierten Zelllinien, MDR1_high und MDR1_low, 
untersucht. Die beiden Ausgangspopulationen wiesen für den kompletten untersuchten 
Passagenzeitraum signifikante Unterschiede in ihrer Expression des endogenen Pgp auf, 
wobei die cPgp Expression der MDR1 Zelllinie stets geringer als die von MDCK war. Für die 
generierten Zelllinien MDCK_low und MDR1_high konnten keine signifikanten 
Unterschiede nachgewiesen werden, die Expression von cPgp war vergleichbar. Lediglich im 
Zeitraum von Passage 30 war ein signifikanter Unterschied festzustellen.  
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Zusätzlich wurde untersucht, ob die verschiedenen verwendeten Zelllinien signifikante 
Veränderungen in ihrer cPgp Expression im Zeitverlauf im Vergleich zu ihrer jeweiligen 
festgestellten Expression in Passage 10 zeigten. Für die MDR1 Ausgangszelllinie konnte im 
Verlauf fortschreitender Passagen eine signifikant reduzierte Expression von cPgp im 
Vergleich zu ihrer in Passage 10 festgestellten Expression nachgewiesen werden. Auch die 
MDCK Zelllinie wies eine signifante Verringerung in der Expression des endogenen cPgp 
nach 20 Passagen auf. Im Gegensatz zur MDR1 Zelllinie stieg die Expression nach insgesamt 
40 Passagen jedoch wieder an auf ein zur Passage 10 vergleichbares Niveau. Beide 
generierten Zelllinien, MDCK_low und MDR1_high, zeigten eine Verminderung in der cPgp 
Expression verglichen mit ihrer jeweiligen zu Anfang festgestellten Expression. Die 
Reduktion wies einzig im Zeitraum von Passage 30 eine Signifikanz auf, nach weiteren 20 
Passagen konnte keine Signifikanz ermittelt werden. 
Bezüglich der Expression des humanen Pgp (Abb. 4.3 B) wiesen die MDR1_high Zellen eine 
signifikant höhere Expression im Vergleich mit der MDR1 Zellkultur auf. Über den gesamten 
untersuchten Passagenzeitraum konnte diese Signifikanz nachgewiesen werden. Des Weiteren 
lag die hPgp Expression der MDR1_high Zellen auf einem konstanten Niveau. 
 
 
4.1.3 Proteinanalyse 
 
Neben der Expressionsanalyse auf Ebene der mRNA ist es ebenso relevant zu überprüfen 
wieviel Protein daraus translatiert wird und in seiner aktiven Form vorliegt. Zur Kontrolle der 
Proteinexpression wurden Western Blot Analysen durchgeführt. 
In Abbildung 4.4 wird der zeitliche Verlauf der Proteinexpression für Pgp dargestellt. Im 
Gegensatz zur qRT-PCR, bei der spezifische Primer zur Erkennung von humanem und 
caninen Pgp detektiert wurden, konnte in der Western Blot Analyse keine Differenzierung 
zwischen dem transfizierten humanen Pgp und dem endogenen cPgp durch den verwendeten 
Antikörper bei MDR1 und MDR1_high vorgenommen werden. Für diese beiden Zelllinien 
wird somit die Gesamtproteinexpression dargestellt. Zur Verdeutlichung werden die 
detektierten Banden für einen repräsentativen Western Blot Versuch wiedergegeben (Abb. 4.4 
A). 
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Abb. 4.4: Darstellung des zeitlichen Verlaufs der Proteinexpression von Pgp. 
(A) zeigt exemplarisch die Banden eines repräsentativen Western Blot Experimentes gezeigt. (B) zeitlicher 
Verlauf der Pgp Expression über 40 Passagen. Die detektierte Bandenintensität der Proteinexpression von Pgp 
wurde auf die Bandenintensität des Haushaltsgens Na-K-ATPase normalisiert. 
MW +/- SD von n = 3. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. p * < 0,05 
 
 
Die generierte Zelllinie MDCK_low hatte, wie bereits zuvor in den qRT-PCR Experimenten 
gezeigt, eine signifikant geringere Proteinexepression für Pgp. Dieses niedrige Niveau war 
stabil auf einem vergleichbaren Niveau über den gesamten untersuchten Passagenzeitraum. 
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Das Proteinlevel in der Ausgangszelllinie MDCK ist ungefähr 4-fach höher als in der 
MDCK_low Zelllinie. Ebenfalls vergleichbar mit den qRT-PCR Ergebnissen sind die 
Resultate für MDR1 und MDR1_high. MDR1_high zeigte auch auf Proteinebene eine höhere 
Expression für Pgp. Dieses erhöhte Proteinniveau war über den kompletten zeitlichen Verlauf 
nachweisbar.  
Um die Vergleichbarkeit zwischen der zuvor dargestellten mRNA Ebene und das sich daran 
anschließende translatierte Protein herauszustellen, zeigt Abbildung 4.5 die Korrelation 
zwischen den qRT-PCR und den Western Blot Experimenten. 
 
 
 
Abb. 4.5: Korrelation zwischen mRNA und Proteinexpression. 
Darstellung der Ergebnisse für Pgp Expression von mRNA und Protein zueinander. Gezeigt sind jeweils die 
Mittelwerte der qRT-PCR und Western Blot Analysen für die Zelllinien MDR1, MDCK sowie MDR1_high und 
MDCK_low bei Passage 10 und Passage 50.  
Für die MDCK und MDCK_low Zellkultur wird die Korrelation von cPgp dargestellt. Bei den MDR1 und 
MDR1_high Populationen hingegen wird die Korrelation bezüglich des humanen Pgp gezeigt. 
 
 
Insgesamt ist festzustellen, dass alle verwendeten Zelllinien eine gute Korrelation zwischen 
der mRNA und der Protein Ebene zeigten. 
Die MDCK_low Zelllinie zeigte eine sehr gute Korrelation zwischen mRNA und Proteinlevel 
über den kompletten Verlauf. Sowohl mRNA als auch Proteinexpression waren auf einem 
geringeren Niveau als die Ausgangszelllinie MDCK. Bei der MDCK Zellpopulation lag die 
Proteinexpression konstant oberhalb der mRNA Expression, zeigte jedoch einen 
gleichmäßigen Verlauf.  
Ergebnisse 
52 
4.1.4 Calcein-AM Aufnahmeversuch zur Aktivität von Pgp 
 
In Ergänzung zu den Expressionsversuchen wurden Transport-Experimente durchgeführt, da 
die Untersuchung des Expressionsmusters nicht ausreichend für eine umfassendene 
Charakterisierung der Aktivität des Transportproteins Pgp in den Zelllinien war. 
Ein Versuch, um das Expressionsmuster der Zellen zu bestätigen, ist die Analyse der 
Zelllinien mittels Calcein-AM. Hierbei wird die intrazelluläre Akkumulation von 
fluoreszierendem Calcein gemessen, welche reziprok mit der Aktivität von Pgp korreliert.  
Abbildung 4.6 stellt die Fluoreszenzintensität von Calcein in den verschiedenen Zelllinien im 
zeitlichen Verlauf dar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.6: Fluoreszenzintensität von Calcein im zeitlichen Verlauf. 
Analyse der Pgp-Aktivität mittels Calcein-AM Assay. Die Ergebnisse beschreiben die Fluoreszenzintensität der 
MDCK-MDR1, MDCK-WT Zellen und ihrer zugehörigen generierten Zelllinien. Eine niedrige 
Fluoreszenzintensität indiziert hohe Pgp-Aktivität. Es kann dabei nicht zwischen caninem und humanem Pgp 
unterschieden werden. 
MW +/- SD von n = 3. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. p ** < 0,01, p *** < 0,001 
Signifikanz der sortierten Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige Ausgangspopulation innerhalb eines 
Passagenzeitraumes; p 
&
 < 0,05, p 
&&&
 < 0,001 Signifikanz im Zeitverlauf der Expression der einzelnen 
Zelllinien verglichen mit ihrer Expression bei P10. 
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Für die generierte Zelllinie MDR1_high konnte eine in signifiakntem Maße niedrigere 
Fluoreszenzintensität festgestellt werden im Vergleich zur MDR1 Ausgangspopulation, dies 
indiziert eine erhöhte Aktivität von Pgp. Wie zuvor in Expressionsexperimenten 
nachgewiesen, war die im Vergleich zur Ausgangszelllinie erhöhte Aktivität von MDR1_high 
über den gesamten Passagenverlauf hinweg nachweisbar. Im Gegensatz dazu haben die 
MDCK_low Zellen eine um das 2-3 fache in signifikantem Maße erhöhte 
Fluoreszenzintensität verglichen mit der Ausgangszelllinie MDCK, die foglich auf eine 
niedrigere Pgp-Aktivität hinweist. Diese verminderte Pgp-Aktivität bei MDCK_low war in 
gleichem Umfang über alle Passagen hinweg detektierbar. Die Ausgangszelllinie MDR1 
zeigte im weiteren Versuchsverlauf eine signifikante Erhöhung der Fluoreszenzintensität, 
welche auf eine verminderte Pgp-Aktivität hindeutete. MDR1_high zeigte ebenfalls eine 
Erhöhung der Fluoreszenzintensität im Verlauf des Passagenzeitraumes. 
 
 
4.1.5 Radioaktiver bi-direktionaler Transportversuch 
 
Um spezifischere Ergebnisse über die Funktionalität von Pgp zu erhalten, wurden zusäzlich 
Transportversuche in Transwell
®
-Platten mit radioaktiv markierten Substraten von Pgp 
durchgeführt. Mit Hilfe des Transwell
®
-Platten Systems konnte der Transport von Substanzen 
von der apikalen zur basolateralen Zellseite und von basolateral nach apikal gemessen 
werden, wobei der Transport von apikal nach basolateral dem luminal orientiertem Transport 
entspricht. Als Pgp-Substrate wurden in diesem Transportversuch mit Tritium markiertes 
Quinidin, Vinblastin sowie Digoxin verwendet. Anhand der ermittelten Ergebnisse kann der 
sogenannte apparente Permeabilitätskoeffizient (Papp-Wert) errechnet werden. Der Papp-Wert 
gibt Aufschluss über die Durchlässigkeit, also Permeabilität, einer konfluenten Zellschicht für 
eine bestimmte Substanz. 
In Abbildung 4.7 werden die Papp-Werte für Quinidin im zeitlichen Verlauf für die 
verwendeten Zelllinien dargestellt. 
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Abb. 4.7: Darstellung der Papp-Werte für Quinidin im zeitlichen Verlauf. 
Die Zelllinien wurden in Transwells
®
 kultiviert und der transzelluläre Transport von Tritium markiertem 
Quinidin von ap-bas und bas-ap durch Messung der Radioaktiviät im jeweiligen Kompartiment (Donor und 
Empfänger) bestimmt. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. ap = Transport apikal-
basolateral, bas = Transport basolateral-apikal. 
 
 
Im Vergleich zur Ausgangszelllinie MDCK zeigte die MDCK_low Zelllinie einen erhöhten 
Permeabilitätskoeffizient von der apikalen zur basolateralen Seite. Gleichzeitig konnte eine 
Verminderung von der basolateralen Seite ausgehend festgestellt werden. Die MDR1_high 
Zelllinie wies im Vergleich zur ihrer Ausgangspopulation MDR1 ein ähnliches 
Permeabilitätlevel von der basolateralen in die apikale Richtung auf, in die Gegenrichtung 
war jedoch eine leichte Verringerung des Papp-Wertes feststellbar. Im Zeitverlauf blieben die 
Papp-Werte aller Zelllinien stabil. 
Durch den beidseitigen Transport (ap-bas, bas-ap) über eine Zellschicht ist es möglich das 
Efflux Ratio (ER) zu bestimmen, welches ein Indikator dafür ist, ob eine Substanz einem 
aktiven Efflux unterliegt. Durch diesen errechneten Wert wird der Einfluss eines 
Transportproteins wie Pgp auf eine Substanz ersichtlich. 
Abbildung 4.8 gibt einen Überblick des ER im zeitlichen Verlauf für Quinidin. 
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Abb. 4.8: Efflux Ratio im zeitlichen Verlauf für Quinidin.  
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. p * < 0,05 Signifikanz der 
sortierten Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige Ausgangspopulation innerhalb eines Passagenzeitraumes; p 
&
 < 
0,05 Signifikanz im Zeitverlauf der Expression der einzelnen Zelllinien verglichen mit ihrer Expression bei P10. 
 
 
Für die Efflux Ratios der generierten MDR1_high Zelllinie wurde eine Erhöhung im 
Vergleich zur MDR1 Population festgestellt. Besonders deutlich wurde dieser Unterschied im 
Passagenzeitraum von 10 bis 30 (p = 0,0571). Eine Veränderung des ER konnte ebenso für 
die MDCK_low Zellpopulation im Vergleich zu den MDCK-Zellen gezeigt werden, das ER 
war signifikant geringer. Diese signifikante Verringerung konnte über den gesamten Zeitraum 
nachgewiesen werden.  
Die Ausgangszellpopulation MDR1 sowie die generierte Zelllinie MDCK_low zeigten jeweils 
in P50 eine signifikante Erhöhung ihres ER im Vergleich zu ihrer Passage am Anfang. 
Als weiterer Faktor wurde zusätzlich das Net Efflux Ratio (NER) gebildet. Dieser Faktor 
bezeichnet das Verhältnis des ER von transfizierter Zelllinie zur Wildtyp Population, also von 
MDR1 zu MDCK. Es wurde nicht nur das Verhältnis der beiden Ausgangspopulationen 
gebildet, sondern auch zwischen den beiden generierten Zelllinien MDR1_high und 
MDCK_low. Das NER gibt bei nicht humanen Zelllinien in diesem Transportsystem 
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Aufschluss darüber, ob es sich bei einer Substanz um ein Substrat des humanen transfizierten 
Transportproteins handelt, in diesem Fall hPgp. Es soll dazu dienen den Einfluss der endogen 
vorhandenen Variante, cPgp, des transfizierten Transporters zu eliminieren. Die 
untransfizierte Zelllinie dient somit als Kontrollpopulation. 
In Abbildung 4.9 wird dieses NER der verschiedenen Zelllinien wiedergegeben. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.9: Net Efflux Ratio von Quinidin der transfizierten Zelllinie in Bezug auf die jeweilige 
untransfizierte Kontrollzelllinie. 
Anhand der ER der verwendeten Zellen wurde das Net Efflux Ratio für hPGP berechnet. Bei einem NER > 2 
wird die untersuchte Substanz als Substrat von hPGP identifiziert. 
Die Schwellenlinie liegt bei einem NER von 2. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. p * < 0,05 Signifikanz der 
transfizierten Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige Kontrollpopulation innerhalb eines Passagenzeitraumes; p 
&
 < 
0,05 Signifikanz im Zeitverlauf der Expression der einzelnen Zelllinien verglichen mit ihrer Expression bei P10.  
 
 
Die generierten Zelllinien zeigten über den gesamten Passagenzeitraum eine signifikante 
Erhöhung des Net Efflux Ratios verglichen mit den NER der Ausgangspopulationen. Die 
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generierten Zellpopulationen wiesen eine ungefähr 4 fache Erhöhung auf, die für den 
kompletten Zeitraum nachgewiesen werden konnte. In Bezug auf das anfänglich ermittelte 
NER der Ausgangspopulationen zeigten diese im Passagenzeitraum 50 eine signifikante 
Erhöhung. Das NER der generierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low war hingegen 
konstant. 
Zur Verifizierung der Transportversuche mit Quinidin als spezifisches Substrat von Pgp 
wurden ebenfalls Transportversuche dieser Substanz in Kombination mit dem selektiven Pgp-
Inhibitor LY335979 durchgeführt. 
In Abbildung 4.10 werden zunächst die Papp-Werte für Quinidin mit LY335979-Behandlung 
veranschaulicht. 
 
 
 
Abb. 4.10: Darstellung der Papp-Werte für Quinidin in Kombination mit LY335979 im zeitlichen Verlauf. 
Die Zelllinien wurden in Transwells
®
 kultiviert und der transzelluläre Transport von Tritium markiertem 
Quinidin in Kombination mit dem selektiven Pgp-Inhibitor LY335979 von ap-bas und bas-ap durch Messung der 
Radioaktiviät im jeweiligen Kompartiment (Donor und Empfänger) bestimmt. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. ap = Transport apikal-
basolateral, bas = Transport basolateral-apikal. 
 
 
Im Vergleich zu den Papp-Werten aus dem Transportversuch mit Quinidin ohne Inhibitor 
(Abb. 4.7) ist deutlich zu erkennen, die Werte für die apikale und basolaterale 
Transportrichtung zeigten kaum Unterschiede. Der Effekt des Inhibitors auf den Transport 
von Quinidin durch Pgp wird anhand des ER noch deutlicher. 
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Abbildung 4.11 gibt das Efflux Ratio der verschiedenen Zelllinien mit Behandlung von 
LY335979 im zeitlichen Verlauf wieder.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.11: Efflux Ratio im zeitlichen Verlauf für Quinidin mit dem Inhibitor LY335979.  
Die ermittelten ER verdeutlichen die Inhibition von Pgp durch LY335979. Das Substrat Quinidin wird nicht 
mehr gerichtet transportiert. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. 
 
 
Aus der Abbildung wird ersichtlich, dass sich das Efflux Ratio von allen Zelllinien deutlich 
verringert hat. Es waren keine Unterschiede zwischen den transfizierten Zelllinien MDR1 und 
MDR1_high im Vergleich zu MDCK und MDCK_low festzustellen. Diese Resulate 
bestätigen Quinidin als Substrat von Pgp. 
Als weitere Substanz zur Verfizierung der verbesserten Transporteigenschaften der 
generierten Zellpopulationen wurde Tritium markiertes Vinblastin verwendet. 
Abbildung 4.12 zeigt die Papp-Werte für Vinblastin. 
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Abb. 4.12: Darstellung der Papp-Werte für Vinblastin im zeitlichen Verlauf. 
Die Zelllinien wurden in Transwells
®
 kultiviert und der transzelluläre Transport von Tritium markiertem 
Vinblastin von ap-bas und bas-ap durch Messung der Radioaktiviät im jeweiligen Kompartiment (Donor und 
Empfänger) bestimmt. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. ap = Transport apikal-
basolateral, bas = Transport basolateral-apikal. 
 
 
Die Papp-Werte für Vinblastine zeigten ein ähnliches Verhältnis des apikalen zum 
basolateralen Transport wie für Quinidin. Die Werte für den von basolateral nach apikal 
gerichteten Transport waren bei Vinblastin nur halb so groß im Vergleich zu Quinidin. Die 
generierte Zelllinie MDCK_low wies auch bei diesem Substrat für den von der basolateralen 
Seite ausgehenden Transport reduzierte Papp-Werte auf.  
Mittels des errechneten Efflux Ratios konnte, ebenso wie für Quindin, eine Veränderung der 
generierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low bezüglich ihres Transportverhaltens im 
Vergleich zu den beiden Ausgangspopulationen MDR1 und MDCK festgestellt werden. 
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Abb. 4.13: Efflux Ratio im zeitlichen Verlauf für Vinblastin.  
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. p * < 0,05 Signifikanz der 
sortierten Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige Ausgangspopulation innerhalb eines Passagenzeitraumes; p 
&
 < 
0,05 Signifikanz im Zeitverlauf der Expression der einzelnen Zelllinien verglichen mit ihrer Expression bei P10. 
 
 
Die MDCK_low Population zeigte ein signifikant reduziertes ER verglichen mit der MDCK 
Zellkultur. Ebenso zeigte MDR1_high ein erhöhtes ER im Vergleich zur Ausgangszelllinie 
MDR1. Im Vergleich zu P10 zeigten alle untersuchten Zellinien nach 20 Passagen eine 
erhöhung der ER, welche bei P50 wieder auf das Niveau des Ausgangswertes bei P10 absank. 
Allein die MDCK Zellen blieben bei P50 auf einem konstant hohen ER-Niveau. 
Nach der Berechnung des Net Efflux Ratios wurde der Unterschied der generierten 
Zellpopulationen verglichen mit den Ausgangszelllinien besonders deutlich. Abbildung 4.14 
stellt den zeitlichen Verlauf des NER von Vinblastin dar. 
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Abb. 4.14: Net Efflux Ratio von Vinblastin der transfizierten Zelllinie in Bezug auf die jeweilige 
untransfizierte Kontrollzelllinie. 
Anhand der ER der verwendeten Zellen wurde das Net Efflux Ratio für hPGP berechnet. Bei einem NER > 2 
wird die untersuchte Substanz als Substrat von hPGP identifiziert.  
Die Schwellenlinie liegt bei einem NER von 2. MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 
= Passage 50. p * < 0,05 Signifikanz der transfizierten Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige Kontrollpopulation 
innerhalb eines Passagenzeitraumes; p 
&
 < 0,05 Signifikanz im Zeitverlauf der Expression der einzelnen 
Zelllinien verglichen mit ihrer Expression bei P10.  
 
 
Über den gesamten Passagenzeitraum hinweg konnte ein signifikant höheres NER bei den 
sortierten Zellen festgestellt werden. Für die Ausgangszelllinien lag das NER sogar unter 2 
und indiziert somit ein falsch negatives Ergebnis für Vinblastin. Die generierten 
Zellpopulationen zeigten hingegen ein 2 fach höheres NER über den gesamten Zeitraum. Für 
die generierten Zelllinien konnten keine signifikanten Veränderungen ihres NER im zeitlichen 
Verlauf verglichen mit P10 nachgewiesen werden. Die Ausgangszelllinien hingegen zeigten 
bei Passage 50 eine signifikante Reduktion ihres Net Efflux Ratios im Vergleich zu P10. 
Auch für diese Substanz wurden die Transportversuche in Kombination mit dem Inhibitor 
LY335979 durchgeführt, um Vinblastin als Pgp-Substrat zu verifizieren. 
In Abbildung 4.15 werden zunächst die Papp-Werte für diese Versuchsreihe mit LY335979 
dargestellt. 
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Abb. 4.15: Darstellung der Papp-Werte für Vinblastin mit LY335979 im zeitlichen Verlauf. 
Die Zelllinien wurden in Transwells
®
 kultiviert und der transzelluläre Transport von Tritium markiertem 
Vinblastin in Kombination mit dem selektiven Pgp-Inhibitor LY335979 von ap-bas und bas-ap durch Messung 
der Radioaktiviät im jeweiligen Kompartiment (Donor und Empfänger) bestimmt. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. ap = Transport apikal-
basolateral, bas = Transport basolateral-apikal. 
 
 
Ebenso wie im Versuch mit Quinidin zeigten alle Zelllinien ein vergleichbares Niveau ihrer 
Papp-Werte bei beiden Transportrichtungen. Ein gerichteter Transport von Vinblastine wurde 
durch den Inhibitor LY335979 blockiert. 
Aus diesen Papp-Werten wurde ebenfalls wieder das Efflux Ratio gebildet (Abb. 4.16). 
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Abb. 4.16: Efflux Ratio im zeitlichen Verlauf für Vinblastin mit dem Inhibitor LY335979.  
Die ermittelten ER verdeutlichen die Inhibition von Pgp durch LY335979. Das Substrat Quinidin wird nicht 
mehr gerichtet transportiert. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. 
 
 
Alle Zelllinien zeigten ein um bis zu 4 fach vermindertes ER mit dem selektiven Inhibitor 
LY335979. Es war jedoch auch festzustellen, dass die Inhibierung des Transports von 
Vinblastin im Vergleich zu Quinidin weniger effizient war, da das Niveau der ER für 
Vinblastin höher ist als bei Quinidin. 
In Ergänzung zu den bereits gezeigten Transportversuchen wurde Tritium markiertes Digoxin 
eingesetzt, welches die veränderten Transporteigenschaften ebenso herausstellen sollte.  
Abbildung 4.17 stellt zunächst die Papp-Werte für Digoxin dar. 
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Abb. 4.17: Darstellung der Papp-Werte für Digoxin im zeitlichen Verlauf. 
Die Zelllinien wurden in Transwells
®
 kultiviert und der transzelluläre Transport von Tritium markiertem 
Digoxin von ap-bas und bas-ap durch Messung der Radioaktiviät im jeweiligen Kompartiment (Donor und 
Empfänger) bestimmt. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P30 = Passage 30, P50 = Passage 50. ap = Transport apikal-
basolateral, bas = Transport basolateral-apikal. 
 
 
Es ist festzustellen, dass für Digoxin ebenfalls höhere Papp-Werte wie bei den zuvor gezeigten 
Substraten für den von basolateral nach apikal gerichteten Transport ermittelt werden 
konnten. Darüber hinaus ist aus dem Graph ersichtlich, dass die Papp-Werte für die generierte 
Zelllinie MDR1_high zwar über den Zeitverlauf recht konstant waren, dagegen die Werte für 
die Zelllinien MDR1, MDCK und MDCK_low schwankend waren. Sowohl die MDR1 als 
auch die MDCK_low Zellpopulationen zeigten bei P50 erhöhte Papp-Werte für den nach 
apikal gerichteten Transport im Vergleich zu P10. Zusätzlich war bei MDCK_low der 
Transport von apikal nach basolateral bei P50 erhöht. Durch die Bildung des Efflux Ratios 
wurden diese Schwankungen der Papp-Werte nicht mehr deutlich, da steigende Werte des von 
der basolateralen Seite ausgehenden Transportes mit ebenfalls steigenden Papp-Weten für den 
von apikal nach basolateral gerichteten Transport einhergingen  (Abb. 4.18). 
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Abb. 4.18: Efflux Ratio im zeitlichen Verlauf für Digoxin.  
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P50 = Passage 50. p * < 0,05 Signifikanz der sortierten Zelllinie in 
Bezug auf ihre jeweilige Ausgangspopulation innerhalb eines Passagenzeitraumes. 
 
 
Lediglich MDR1_high zeigte zu Beginn des Passagenzeitraumes ein signifikant höheres 
Efflux Ratio im Vergleich zur Ausgangspopulation MDR1. Die ER der verwendeten Zellinien 
waren über den Zeitverlauf stabil.  
Die weniger gute Eignung von Digoxin als Kontrollsubstanz wurde insbesondere bei der 
Bildung der Net Efflux Ratios deutlich (Abb. 4.19).  
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Abb. 4.19: Net Efflux Ratio von Digoxin der transfizierten Zelllinie in Bezug auf die jeweilige 
untransfizierte Kontrollzelllinie. 
Anhand der ER der verwendeten Zellen wurde das Net Efflux Ratio für hPGP berechnet. Bei einem NER > 2 
wird die untersuchte Substanz als Substrat von hPGP identifiziert.  
Die Schwellenlinie liegt bei einem NER von 2. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P50 = Passage 50. p * < 0,05; p ** < 0,01 Signifikanz der 
transfizierten Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige Kontrollpopulation innerhalb eines Passagenzeitraumes 
 
 
Es konnte eine signifikante Steigerung des NER von Digoxin für die generierten 
Zellpopulationen MDR1_high und MDCK_low festgestellt werden. Jedoch war dieser 
Unterschied der NER zwischen den sortierten Zellpopulationen und der Ausgangszelllinie 
deutlich geringer als bei den zuvor gezeigten Substraten Quinidin und Vinblastin. Aus diesem 
Grund wurde Digoxin als Kontrollsubstanz für die Transporteigenschaften der verschiedenen 
Zelllinien in Bezug auf Pgp nicht näher betrachtet. Daher liegen Transportdaten nur für den 
Beginn und den Schluss des Passagenzeitraumes vor.  
Es wurden ebenso Transportversuche mit Digoxin in Kombination mit dem selektiven Pgp 
Inhibitor LY335979 durchgeführt, um die Digoxin als Substrat von Pgp zu bestätigen. 
In Abbildung 4.20 werden zunächst die Papp-Werte für diese Versuchsreihe wiedergegeben. 
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Abb. 4.20: Darstellung der Papp-Werte für Digoxin mit LY335979 im zeitlichen Verlauf. 
Die Zelllinien wurden in Transwells
®
 kultiviert und der transzelluläre Transport von Tritium markiertem 
Digoxin in Kombination mit dem selektiven Pgp-Inhibitor LY335979 von ap-bas und bas-ap durch Messung der 
Radioaktiviät im jeweiligen Kompartiment (Donor und Empfänger) bestimmt. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P50 = Passage 50. ap = apikal, bas = basolateral. 
 
 
Wie zuvor in den Versuchen mit Quindin und Vinblastin in Kombination mit dem Pgp 
Inhibitor LY335979 zeigte auch Digoxin eine Annäherung der Papp-Werte der basolateralen 
Transportrichtung und der apikalen Transportrichtung. 
Das daraus gebildete ER veranschaulicht den inhibierenden Effekt auf den Transport von 
Digoxin durch LY335979 (Abb. 4.21). 
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Abb. 4.21: Efflux Ratio im zeitlichen Verlauf für Digoxin mit dem Inhibitor LY335979.  
Die ermittelten ER verdeutlichen die Inhibition von Pgp durch LY335979. Das Substrat Digoxin wird nicht mehr 
gerichtet transportiert. 
MW +/- SD von n = 4. P10 = Passage 10, P50 = Passage 50. 
 
 
Das Efflux Ratio lag durch LY335979 bei allen verwendeten Zelllinien auf einem 
vergleichbaren, niedrigen Niveau. Es wurde um bis zu 8 fach reduziert. Durch diesen 
Inhibitonsversuch konnte Digoxin als spezifisches Substrat für Pgp identifiziert werden, 
zeigte jedoch nicht Ergebnisse wie Quinidin und auch Vinblastin. Daher wurde Quindin als 
Pgp-Kontrollsubstrat festgelegt. 
 
 
4.1.6 Expression weiterer Transportproteine in den verschiedenen 
Zelllinien 
 
Die bisherigen Ergebnisse bezogen sich auf die Expression und die Aktivität von Pgp. 
Innerhalb der Zellkulturen sind jedoch weitere Transportproteine exprimiert, so dass es von 
großem Interesse ist auch diese zu identifizieren, um etwaige Interaktionen dieser Transporter 
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bei der Untersuchung der Transporteigenschaften von Pgp und dessen Substrate beurteilen zu 
können. In Ergänzung zu den bisher gewonnen Erkenntnissen der Ausgangszellpopulationen 
und der generierten sortierten Populationen wurden deshalb zusätzliche Epressionsanalysen 
mittels qRT-PCR durchgeführt. 
Neben Pgp sind das Breast Cancer Resistance Protein (Bcrp) und die Multi-drug Resistance 
Associated Proteine (Mrp) hier zunächst von besonderer Bedeutung, da sie ebenfalls über 
Efflux Eigenschaften verfügen. 
In Abbildung 4.22 werden die Expressionslevel mRNA verschiedener Mrp-Transportproteine 
dargestellt.  
 
 
A 
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Abb. 4.22: Expressionslevel verschiedener Mrp-Transportproteine für die beiden Ausgangspopulationen 
sowie für die generierten Zelllinien bei P10. 
(A) stellt die mRNA-Expression der Mrps für MDR1 und MDCK dar; (B) zeigt das Expressionsniveau der Mrps 
von den generierten Zellpopulationen MDR1_high und MDCK_low. Die Expression wurde durch qRT-PCR 
analysiert und auf das Haushaltgen Gapdh normalisiert. 
MW +/- SD von n = 3 
 
 
Die Darstellung der Ergebnisse für die Mrp-Transportproteine ist hier nur für den 
anfänglichen Passagenzeitraum wiedergegeben. Im Laufe der Versuchsdauer kam es zu 
keinen Veränderungen bezüglich ihres Expressionniveaus. Für die Transportproteine Mrp1 
und Mrp5 konnten lediglich sehr geringe Expressionswerte festgestellt werden. Die 
Expression dieser Mrp-Transporter lag bei allen verwendeten Zelllinien, sowohl bei der 
Ausgangspopulation als auch der entsprechenden generierten Zellkultur, auf einem 
vergleichbaren niedrigen Niveau. Die Ausgangspopulationen MDR1 und MDCK zeigten 
jedoch Unterschiede in der Expression von Mrp2 und Mrp4. Verglichen mit MDCK verfügte 
MDR1 jeweils über eine reduzierte Expression dieser beiden Transportproteine. Die 
generierte Zelllinie MDR1_high zeigte dagegen nur eine verminderte Expression von Mrp4, 
die Expression von Mrp2 hingegen lag auf einem vergleichbaren Niveau im Vergleich zu 
MDCK_low. Das Transportprotein Bcrp konnte in keiner der verwendeten Zelllinien 
nachgewiesen werden (Daten hier nicht gezeigt). 
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Neben den zu der ABC-Transporter Superfamilie gehörenden Mrps und Bcrp wurden die 
Zelllinien ebenfalls auf verschiedenste Transportproteine der Solute carrier (SLC) 
Superfamilie untersucht. 
Abbildung 4.23 gibt die Ergebnisse für verschiedene, mittels qRT-PCR untersuchte, SLC-
Proteine wieder. 
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Abb. 4.23: Expressionslevel verschiedener SLC-Transportproteine für die MDR1 und MDCK. 
(A) stellt die mRNA-Expression der SLC Transporter für MDCK dar; (B) zeigt das Expressionsniveau für 
MDR1. Die Expression wurde durch qRT-PCR analysiert und auf das Haushaltgen Gapdh normalisiert. 
MW +/- SD von n = 3; n.d. = nicht detektierbar 
 
 
Betrachtet man die mRNA-Expressionsanalyse verschiedener SLC-Transportproteine, ist zu 
erkennen, dass lediglich zwei der untersuchten Transporter eine relevante Expression 
vorweisen konnten. Diverse Transporter konnten detektiert werden, lagen jedoch in ihrer 
Expression nahe der Detektionsgrenze (Oat4C1, Mate1, Bsep, Pept2, Ntcp). Octn2 und Mct1 
waren die Transportproteine mit der höchsten mRNA-Expression unter den untersuchten 
SLC-Transportern. Auffällig hierbei war der Unterschied dieser beiden Transporter bei der 
MDR1 Zelllinie im Vergleich zu MDCK. Für beide Transporter zeigte MDR1 eine geringere 
Expression, Octn2 war ca. 3-fach vermindert und Mct1 ungefährt 5-fach. Aus der Abbildung 
4.23 ist ebenfalls zu entnehmen, dass es verschiedene SLC-Transporter gab, die nicht 
detektiert werden konnten. 
Die beiden generierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low zeigten das gleiche Profil wie 
ihre jeweilige Ausgangszelllinie (Daten hier nicht gezeigt). 
Zusammenfassend läßt sich feststellen, dass das durchgeführte präparative Sortieren von 
Einzelzellen mittels FACS zu einer Veränderung des Expressionsmusters der verwendeten 
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Zelllinien MDR1 und MDCK führte. MDR1_high und MDCK_low als neu generierte 
Zellpopulation behielten konstant über einen längeren Passagenzeitraum ein signifikant 
reduziertes mRNA- und Proteinexpressionslevel des endogenen Pgp im Vergleich zur 
Ausgangspopulation. Weiterhin zeigte die MDR1_high Zelllinie ein erhöhtes 
Expressionsniveau des humanen Pgp als die Ausgangspopulation MDR1. Die generierten 
Zelllinien zeigten dadurch veränderte Eigenschaften in Transportversuchen. Im Vergleich zu 
den Ausgangszellpopulationen konnten die generierten Zelllinien ein verbessertes Net Efflux 
Ratio zur Identifizierung einer Substanz als Substrat für das humane Pgp aufweisen. Dieses 
verbesserte NER konnte auf einem vergleichbaren Niveau für den gesamten 
Passagenzeitraum nachgewiesen werden. 
 
 
4.2 Sortierung und Analyse von MDCK-BCRP Zellen 
 
4.2.1 Präparatives Sortieren von Einzelzellen aus MDCK-BCRP Zellen 
 
Basierend auf den erfolgreichen Ergebnissen des präparativen Sortierens der MDCK und 
MDR1 Zellen wurden auf dieselbe Weise Einzelzellen aus einer MDCK-BCRP (BCRP) 
Zellpopulation sortiert. Bei dieser Zellkulutr handelt es sich um MDCK zellen welche mit 
humanem BCRP stabil transfiziert wurden. Anhand der Fluoreszenzintensität des intrazellulär 
vorhandenen Calcein wurden Einzelzellen aus einem Bereich sortiert, welcher eine niedrige 
Aktivität des endogen vorhandenen Pgp indiziert. Calcein ist für BCRP kein Substrat 
(LITMAN et al. 2000). 
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Fluoreszenzintensität 
 BCRP_low 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.24: Fluoreszenzmuster der BCRP Zellpopulation.  
Der markierte Bereich indiziert das Areal, aus dem die Einzelzellen sortiert wurden, welche für die späteren 
Versuche weiterverwendet wurden. Sortiert wurde hier aus einem Bereich mit hoher Fluoreszenzintensität, also 
mit entsprechend niedriger Aktivität des endogenen cPgp. 
 
 
Das Fluoreszenzmuster (Abb. 4.24) zeigte, ebenso wie die beiden zuvor sortierten MDCK-
Zelllinien, eine heterogene Verteilung des Fluoreszenzmusters innerhalb ihrer Zellpopulation. 
Auch hier sind Zellen mit hoher cPgp-Aktivität zu finden ebenso wie Zellen mit niedriger 
Aktivität.  
Das Sortieren von Einzelzellen diente auch hier der Generierung einer homogenen Zellkultur 
mit einer verminderten Aktivität des endogen exprimierten cPgp. 
 
 
4.2.2 Analyse der mRNA-Expression bezüglich cPgp und hBCRP 
 
Mittels qRT-PCR wurden auch die aus der BCRP Population generierten neuen Zellkulturen 
auf ihr Expressionsniveau des caninen Pgp hin untersucht. Ziel war es eine neue Population 
zu identifizieren, die ein vergleichbar vermindertes cPgp-Level zeigt wie bei MDCK_low. 
Tabelle 4.2 gibt exemplarisch einen Überblick über die Heterogenität der cPgp Expression der 
aus dem definierten Areal sortierten Einzelzellen. 
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Zelllinie cPgp 
BCRP 0.033 
BCRP a 0,03 
BCRP b 0,042 
BCRP c (BCRP_low) 0,017 
MDCK_low 0,019 
 
Tabelle 4.2: Darstellung der mRNA-Expression von cPgp verschiedener sortierter Einzelzellen. 
Aus verschiedenen sortierten Einzelzellen wurden neue Zellpopulationen kultiviert und auf ihre mRNA-
Expression bezüglich cPgp untersucht. Der Zahlenwert stellt die Normalisierung der gemessenen 
Zielgenexpression auf das Haushaltsgen Gapdh dar. Die vielversprechende Kultur BCRP c wurde auf Grund 
ihrer sehr geringen cPgp Expression für weitere Versuche verwendet und als BCRP-low bezeichnet. 
 
 
Die vielversprechendste Zellpopulation wurde BCRP_low benannt und weiteren Analysen 
unterzogen. Diese Zelllinie zeigte ein ähnliches Niveau der cPgp Expression verglichen mit 
der zuvor generierten MDCK_low Zellkultur. 
Abbildung 4.25 stellt das Expressionsniveau der Ausgangpopulation BCRP sowie der 
generierten Zelllinie BCRP_low für cPgp und das stabil transfizierte hBCRP dar.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.25: Expressionslevel der mRNA von hBCRP und cPgp.  
Das Expressionslevel der mRNA von hBCRP und cPgp wird für die Zelllinien BCRP sowie BCRP_low 
dargestellt. Zur Normalisierung der Expressionswerte wurde Gapdh verwendet. 
MW +/- SD von n = 3 
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Die neu generierte Zelllinie BCRP_low zeigte ein geringeres Expressionsniveau bezüglich der 
cPgp Expression im Vergleich zur Ausgangszellpopulation BCRP. Gleichzeitig zeigte diese 
eine vergleichbare mRNA-Expression cPgp mit der Zellpopulation MDCK_low. Für die 
Expression des stabil transfizierten humanen BCRP wurde eine leicht verminderte mRNA-
Expression bei der sortierten Population BCRP_low im Vergleich zur Ausganspopulation 
nachgewiesen. 
 
 
4.2.3 Proteinanalyse 
 
In Ergänzung zu der Expression auf mRNA Ebende wurde ebenfalls die Expression des 
jeweiligen translatierten Proteins untersucht.  
Die Aufstellung der Werte für die relative Proteinexpression von hBCRP und cPgp in den 
beiden Zelllinien wird in Abbildung 4.26 gezeigt. 
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Abb. 4.26: Darstellung der Proteinexpression von Pgp und BCRP. 
(A) zeigt exemplarisch die Banden eines repräsentativen Western Blot Experimentes. (B) gibt die graphische 
Auswertung der Bandenintensität entsprechend der Proteinexpression von Pgp und BCRP wieder. Die detektierte 
Bandenintensität der Proteinexpression von Pgp wurde auf die Bandenintensität des Haushaltsgens Na-K-
ATPase normalisiert. 
MW +/- SD von n = 3 
 
 
Die Proteinexpression für BCRP und auch für Pgp zeigte nur geringfügige Änderungen in der 
generierten Zelllinie BCRP_low im Vergleich zur Ausgangspopulation. Die zuvor auf mRNA 
Ebene gezeigte, deutlich sichtbarere Reduktion von cPgp fiel in der Western Blot Analyse 
nicht mehr so deutlich auf. 
Diese Ergebnisse zeigten geringere Unterschiede der mRNA- und Proteinexpression von cPgp 
bei der sortierten Population als zuvor bei den neuen Zellpopulationen MDR1_high und 
MDCK_low (siehe. 4.1.2). 
 
 
4.2.6 Calcein-AM Aufnahmeversuch zur Aktivität von cPgp 
 
Zur Überprüfung der gewonnen Erkenntnisse bezüglich der Expression von Pgp in den BCRP 
und BCRP_low Zellpopulationen wurde zur Analyse der Aktivität von Pgp die Aufnahme von 
Calcein-AM in den beiden Zelllinien untersucht.  
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Abb. 4.27: Fluoreszenzintensität von Calcein in BCRP und BCRP_low. 
Analyse der Pgp-Aktivität mittels Calcein-AM Assay. Die Ergebnisse beschreiben die Fluoreszenzintensität der 
BCRP und der BCRP_low Zellen. Eine niedrige Fluoreszenzintensität indiziert hohe Pgp-Aktivität.  
MW +/- SD von n = 3 p *** < 0,001 Signifikanz der sortierten Zelllinie in Bezug auf ihre Ausgangspopulation 
 
 
Für die Zelllinie BCRP_low konnte eine signifikante Steigerung der Fluoreszenzintensität 
festgestellt werden. Diese war ungefähr doppelt so hoch wie bei der Ausgangspopulation 
BCRP. Dementsprechend bedeutet dies, dass die generierte Zelllinie über eine geringere 
Aktivität von cPgp verfügt.  
 
 
4.2.5 Radioaktiver bi-direktionaler Transportversuch 
 
Um spezifischere Erkenntnisse über die Transporteigenschaften der BCRP_low Zelllinie zu 
bekommen, wurden radioaktive Transportversuche im Transwell
®
 System durchgeführt. Als 
Kontrollsubstanz wurde das zuvor als gutes Pgp-Substrat verifizierte Quinidin verwendet. Zur 
Überprüfung der Transporteigenschaften des in den beiden Zelllinien exprimierten humanen 
BCRP wurde dessen Substrat Prazosin eingesetzt. 
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Abb. 4.28: Darstellung der Papp-Werte für Quinidin und Prazosin in BCRP und BCRP_low. 
Die Zelllinien wurden in Transwells
®
 kultiviert und der transzelluläre Transport von Tritium markiertem 
Quinidin und Prazosin von ap-bas und bas-ap durch Messung der Radioaktiviät im jeweiligen Kompartiment 
(Donor und Empfänger) bestimmt. (A) zeigt die Papp-Werte für Quinidin, (B) gibt die Papp-Werte für Prazosin für 
BCRP und BCRP_low wieder. 
MW +/- SD von n = 3. ap-bas = Transport apikal-basolateral, bas = Transport basolateral-apikal. 
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Für Quinidin als Substrat für cPgp ist zu erkennen, dass die generierte Zelllinie leicht 
reduzierte Papp-Werte aufwies. Diese konnten für beide Transportrichtungen gezeigt werden. 
Die Papp-Werte für Prazosin lagen bei der Ausgangspopulation BCRP und der BCRP_low 
Zelllinie auf einem relativ ähnlichem Niveau. 
Zur besseren Beurteilung der Transporteigenschaften wurde aus den Papp-Werten erneut das 
Efflux Ratio berechnet (Abb. 4.29). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.29: Efflux Ratio für Quinidin und Prazosin in BCRP und BCRP_low.  
Auf Basis der Papp-Werte wurde für die Substanzen Quinidin und Prazosin das Efflux Ratio für BCRP und 
BCRP_low gebildet (siehe 3.2.5.2). 
MW +/- SD von n = 4 
 
 
Das Efflux Ratio für Quinidin lässt lediglich eine sehr geringe Verminderung für die 
BCRP_low Zelllinie im Vergleich zur Ausgangspopulation BCRP erkennen. Es lag für beide 
Zellpopulationen auf einem vergleichbaren Niveau. Ebenso für Prazosin konnte ein ähnliches 
Efflux Ratio festgestellt werden mit einer Tendenz zu erhöhtem ER bei BCRP_low im 
Vergleich zu BCRP. BCRP_low zeigte jedoch auch eine größere Varianz in den ermittelten 
Ergebnissen. 
Das durchgeführte Sortieren von Einzelzellen der BCRP Zelllinien hatte das Ziel der 
Generierung einer homogenen Zellpopulation, die über eine verminderte Expression von cPgp 
verfügt. Einhergehend damit sollte diese verminderte Transporteigenschaften von cPgp 
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aufweisen. Gleichzeitig sollten die Eigenschaften von BCRP_low auf vergleichbarem Niveau 
wie der MDCK_low Zelllinie liegen. Dieses Ziel konnte nicht erfolgreich umgesetzt werden. 
Die generierte Zelllinie zeigte keine signifikanten Veränderungen im Transportversuch mit 
dem radioaktiv markierten Pgp-Substrat Quinidin. Aus diesem Grund wurde diese generierte 
BCRP_low Zelllinie nicht näher untersucht. 
 
4.3 Genomischer Knockout von cPgp mit Hilfe von Zinkfinger 
Nukleasen 
 
Zinkfinger Nukleasen (ZFN) sind ein Werkzeug, um einen spezifischen genomischen 
Knockout für ein Zielgen zu erzeugen. ZFN werden sequenzspezifisch für ein Zielgen 
hergestellt, im Rahmen dieser Arbeit für cPgp. Sie erzeugen einen Doppelstrangbruch in der 
DNA-Sequenz des endogenen cPgp. Auf diese Weise können Zellen gewonnen werden, bei 
denen das canine Pgp deletiert wurde.  
Wie bereits zuvor dargestellt, führte die Reduzierung der cPgp-Aktivität durch das Sortieren 
von Einzelzellen zwar zu einer Verbesserung der Testmöglichkeiten von Substanzen auf ihre 
Interaktion mit hPGP in den Zelllinien, konnte jedoch nicht die erhofften Optimierungen mit 
AbbVie betriebsinternen entwickelten Substanzen aufweisen. Des Weiteren konnte die 
Reduzierung der Pgp-Aktivität für das MDCK-BCRP Zellsystem nicht die erwarteten 
Ergebnisse zeigen. Daher sollte mit Hilfe der ZFN ein System etabliert werden, dass für alle 
Zelllinien (MDCK-MDR1, MDCK-WT, MDCK-BCRP) zum einen eine vergleichbar geringe 
Hintergrundexpression, bzw. Deletion von cPgp, aufwies und zum anderen die 
Vergleichbarkeit der Expression von Transportproteinen über einen langen Passagenzeitraum 
ohne Schwankungen aufrecht erhält.  
 
 
4.3.1 Sortieren von Einzelzellen zur Gewinnung homogener cPgp deletierter 
Zellkulturen 
 
Die ZFN erzeugten, wie bereits erwähnt, sequenzspezifische Doppelstrangbrüche in der 
DNA-Sequenz von cPgp. Aufgrund des DNA-Reparaturmechanismusses kam es in 1-20 % 
der Zellen zu so so genannten „miss-match“ Reparaturen, so dass in diesen Zellen kein 
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funktionales cPgp mehr vorlag. Da es sich dabei nur um einen sehr geringen Prozentsatz 
innerhalb der gesamten Zellpopulation handelte, mussten Einzelzellen sortiert werden, um die 
gewünschten cPgp Knockout (KO) Zellen zu identifizieren. Für die BCRP und MDCK 
Zelllinien wurde zur Vereinfachung der Identifikation dieser KO-Zellen eine 
Voruntersuchung mittels Calcein-AM basiertem FACS Sortieren im Anschluss an die ZFN 
Behandlung vorgenommen. Wie in den vorher durchgeführten Sortierungs-Versuchen diente 
Calcein-AM als Pgp Aktivitätskontrolle. BCRP und MDCK Zellen verfügten lediglich über 
das endogen vorhandene cPgp, so dass die jeweils aus diesen Zelllinien entstandenen KO-
Zellen eine sehr hohe intrazelluläre Fluoreszenzintensität aufzeigen sollten. Diese hohe 
Fluoreszenzintensität indizierte im Umkehrschluss eine sehr geringe bzw. keine Pgp-
Aktivität. Es wurden daher enge Bereiche der höchsten Fluoreszenzintensität definiert, um die 
Wahrscheinlichkeit zu erhöhen KO-Zellen dieser beiden Zelllinien als Einzelzellen zu 
sortieren und zu identifizieren (Abb. 4.30). MDR1 Zellen hingegen verfügten zusätzlich zu 
dem endogenen cPgp auch über das stabil in den Zellen exprimierte humane PGP, welche in 
der FACS Analyse mit Calcein-AM nicht unterschieden werden konnten. Daher wurden diese 
Zellen nicht aufgrund der intrazellulären Fluoreszenzintensität sortiert. MDR1 Zellen wurden 
deshalb per Zufallsprinzip in mehrere 96 Lochplatten mit Einzelzellen aus der mit ZFN 
inkubierten MDR1 Zellkultur versehen. Als Ausgangszelllinie wurde zur Generierung der 
MDR1-KO-Zelllinie die bereits zuvor etablierte MDR1_high Kultur verwendet, da diese als 
homogene Zellpopulation eine höhere und stabilere Expression des transfizierten humanen 
Pgp aufwies. 
Abbildung 4.30 zeigt die intrazelluläre Fluoreszenzintensität der BCRP und MDCK 
Zellpopulationen mit den jeweiligen Arealen, welche eine hohe Wahrscheinlichkeit für die 
Identifikation von KO-Zellen aufweisen sollten. 
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Abb. 4.30 Fluoreszenzmuster der ZFN-behandelten MDCK und BCRP Zellpopulation.  
MDR1 und BCRP Zellen wurden nach Behandlung mit cPgp-spezifischen ZFN mit Calcein-AM inkubiert und 
mittels FACS-Sortierung Einzelzellen sortiert. Die markierten Bereiche MDCK-ZFN und BCRP-ZFN indizieren 
das Areal, aus dem die Einzelzellen sortiert wurden, welche mit der größten Wahrscheinlichkeit den Knockout 
für cPgp tragen. Hohe intrazelluläre Fluoreszenzintensität indiziert entsprechend eine geringe cPgp-Aktivität. 
(A) zeigt das Fluoreszenzmuster der  ZFN-behandelten MDCK Zelllinie, (B) stellt das Fluoreszenzmuster von 
der  ZFN-behandelten BCRP Zellen dar 
 
 
Wie in den zuvor durchgeführten Sortierungs-Versuchen zeigten die beiden ZFN-behandelten 
und anschließend mit Calcein-AM inkubierten Zelllinien MDCK und BCRP ein heterogenes 
Verteilungsbild der Fluoreszenzintensität.  
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4.3.2 Identifizierung der KO-Zellen durch Genotypisierung 
 
Die aus Einzelzellen gewachsenen Zellkulturen wurden mittels PCR auf den genomischen 
Knockout von cPgp hin untersucht. Hierfür wurden spezielle Primerpaare generiert, welche 
die Schnittstelle der Zinkfinger Nukleasen flankieren. Zellpopulationen, die den Knockout 
tragen, wurden durch Abwesenheit eines PCR-Produktes bei der Auftrennung in einem 
Agarose Gel identifiziert. In Abbildung 4.31 werden die Ergebnisse dieser Genotypisierung 
für die potentiellen KO-Zelllinien sowie ihre Ausgangspopulationen exemplarisch gezeigt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.31: PCR Ergebnisse zur Identifizierung der KO-Zellen. 
Zur Identifikation der KO-Zelllinien aus den jeweiligen Ausgangszelllinien wurde eine Genotypisierung mittels 
PCR durchgeführt. Hierfür wurde Primer verwendet, welche die ZFN-Schnittstelle flankieren. Die Abwesenheit 
eines PCR Produktes indiziert den genomischen Knockout. Die obere detektierte Bande stellt ein PCR Produkt 
von 500 bp dar. Die untere Bandenreihe repräsentiert unspezifische Primerdimere. 
 
 
Die entwickelte PCR zur Identifizierung der KO-Zellen wurde für jede mögliche KO-
Zellpopulation mindestens dreimal durchgeführt. Für die Ausgangszelllinien, die als 
Positivkontrolle fungierten, konnten eindeutig Banden für cPgp in der erwarteten Höhe von 
500 bp detektiert werden. Die KO-Zellpopulationen zeigten hingegen keine Bande auf dieser 
Höhe. Die so identifizierten KO-Zellen wurden MDR1_ZFN, MDCK_ZFN und BCRP_ZFN 
benannt. 
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4.3.3 Expressionsanalyse mittels qRT-PCR 
 
Mit Hilfe der qRT-PCR Analyse sollte das mRNA-Expressionsmuster verschiedener 
Transportproteine der generierten KO-Zelllinien ermittelt werden und mit dem der 
Ausgangspopulation verglichen werden.  
 
 
A  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse 
86 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.32: mRNA-Expressionslevel verschiedener Transportproteine für die verschiedenen Zelllinien. 
Dargestellt wird das relative mRNA-Expressionsniveau von verschiedenen Transportproteinen für die KO-
Zelllinien und ihre jeweilige Ausgangspopulation. Normalisiert wurde die gemessene Expression des Zielgens 
auf die Expression des Haushaltgens Gapdh. (A) gibt die Ergebnisse für MDCK_ZFN und MDCK wieder, (B) 
stellt die Ergebnisse für MDR1_ZFN und MDR1 dar und (C) zeigt die Resultate für BCRP_ZFN und BCRP. Die 
Zellen befanden sich alle in einem Passagenzeitraum von P = 15 
MW +/- SD von n = 3 
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Für alle KO-Zelllinien konnte eine signifikante Reduktion der mRNA-Expression von cPgp 
festgestellt werden. Zusätzlich konnte bei allen ZFN-behandelten Zelllinien eine Reduktion 
der Mrp2 Expression beobachtet werden. Besonders deutlich wurde dies in der MDCK_ZFN 
Zellpopulation, hier sank die Expression um das 37-fache. Für die MDR1_ZFN Zelllinie 
wurde eine Reduktion für Mrp2 um ungefähr das 13-fache festgestellt. Die Expression der 
anderen untersuchten Mrp-Transportproteine lag bei den generierten Zelllinien verglichen mit 
ihrer jeweiligen Ausgangspopulation auf einem vergleichbaren Niveau.  
 
 
4.3.4 Analyse der Proteinexpression von Pgp in den KO-Zellen 
 
Zur Verifizierung der erhaltenen Expressionsergebnisse auf RNA-Ebene wurde eine Analyse 
der Expression des translatierten Pgp-Proteins durchgeführt. Es sollte untersucht werden, ob 
aus der verbliebenen Expression von cPgp mRNA in den generierten KO-Zelllinien 
funktionales Pgp gebildet wurde.  
 
 
A 
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Abb. 4.33: Darstellung der Proteinexpression von Pgp in den KO-Zellen sowie Ausgangspopulationen. 
Dargestellt wird die Auswertung der Bandenintensität für die generierten KO-Zelllinien im Vergleich zu ihrer 
jeweiligen Ausgangspopulation. Die detektierte Bandenintensität der Proteinexpression von Pgp wurde auf die 
Bandenintensität des Haushaltsgens Na-K-ATPase normalisiert. Die Zellen befanden sich alle in einem 
Passagenzeitraum von P = 15 
MW +/- SD von n = 3, p * < 0,05 
 
 
Bei den Zellpopulationen MDR1 und MDR1_ZFN konnte nicht zwischen cPgp und hPGP 
unterschieden werden, so dass für MDR1_ZFN die noch vorhandene Proteinexpression von 
cPgp nicht zu bestimmen war. MDCK_ZFN und BCRP_ZFN wiesen, verglichen mit den 
jeweiligen Ausgangszelllinien, signifikant reduzierte Proteinexpressionen von Pgp auf. 
Allerdings konnte immernoch eine eindeutige Proteinbande für Pgp nachgewiesen werden. 
Die verbliebene Proteinexpression von Pgp lag bei diesen beiden KO-Zelllinien auf einem 
vergleichbar niedrigen Niveau. 
 
 
4.3.5 Radioaktiver bi-direktionaler Transportversuch 
 
Der radioaktive Transportversuch diente zur Überprüfung der Aktivitätseigenschaften von 
Pgp bei den generierten KO-Zelllinien im Vergleich zu ihren Ausgangspopulationen. 
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Abbildung 4.34 stellt die Papp-Werte dieses Transportversuches mit Tritium markiertem 
Qunidin als spezifisches Substrat für Pgp dar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.34: Darstellung der Papp-Werte für den Transport von H
3
-Quinidin in den KO-Zelllinien sowie die 
jeweilige Ausgangspopulation. 
Die Zelllinien wurden in Transwells
®
 kultiviert und der transzelluläre Transport von Tritium markiertem 
Quinidin von ap-bas und bas-ap durch Messung der Radioaktiviät im jeweiligen Kompartiment (Donor und 
Empfänger) gemessen. 
MW +/- SD von n ≥ 3. ap-bas = Transport apikal-basolateral, bas = Transport basolateral-apikal 
 
 
Die Papp-Werte für MDR1_ZFN und deren Ausgangspopulation MDR1 zeigten für beide 
Transportrichtungen ein ähnliches Verhalten. Es gab keinen Unterschied zwischen der 
Ausgangpopulation und der ZFN-behandelten KO-Zellinie, allerdings ist eine Tendenz für 
den verminderten nach apikal gerichteten Transport bei der MDR1_ZFN Zelllinie zu 
erkennen. Dagegen wies Die MDCK_ZFN Zelllinie im Vergleich zur MDCK 
Ausgangspopulation eine höhere Permeabilität für Quinidin auf. Durch die Bildung des Efflux 
Ratios wurde die erhöhte Permeabilität bei der MDCK_ZFN Zelllinie noch deutlicher (Abb. 
4.35) 
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Abb. 4.35: Efflux Ratio für den Transport von H
3
-Quinidin in den KO-Zelllinien sowie der jeweiligen 
Ausgangspopulation.  
Auf Basis der Papp-Werte wurde für Quinidin das Efflux Ratio für die ZFN-Zelllinien und die jeweiligen 
Ausgangspopulationen gebildet (siehe 3.2.5.2). 
MW +/- SD von n ≥ 3, p * < 0,05 Signifikanz der KO- Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige Ausgangspopulation  
 
 
Für MDCK_ZFN konnte, verglichen mit der MDCK Zellpopulation, ein signifikant 
reduziertes ER festgestellt werden. Dieses ER lag auf einem ähnlichen Nveau wie das 
ermittelte ER in Verbindung mit dem selektiven Inhibitor LY335979 (Daten hier nicht 
gezeigt; vgl. 4.11). Dies indizierte, dass Quindin in der MDCK_ZFN Zelllinie nicht aktiv 
transportiert wurde. Hingegen konnte für die MDR1_ZFN Zelllinie kein signifikanter 
Unterschied im Vergleich zum ER der MDR1 Population nachgewiesen werden. 
In Ergänzung zu diesen Erkenntnissen wurde als Parameter für die Substratspezifität einer 
Substanz für humanes Pgp das Net Efflux Ratio gebildet (Abb. 4.36). 
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Abb. 4.36: Net Efflux Ratio von H
3
-Quinidin der transfizierten und untransfizierten Zelllinien in Bezug 
auf die jeweilige Wildtyp Kontrollzelllinie. 
Anhand der ER der verwendeten Zellen wurde das Net Efflux Ratio für hPGP berechnet. Bei einem NER > 2 
wird die untersuchte Substanz als Substrat von hPGP identifiziert. Die Linie markiert ein NER von 2. 
MW +/- SD von n ≥ 3. p * < 0,05 Signifikanz der transfizierten Zelllinie in Bezug auf ihre jeweilige 
Kontrollpopulation 
 
 
Das NER der beiden KO-Zelllinien war in signifikantem Maße höher als das NER der 
unbehandelten Kontrollpopulationen MDR1 und MDCK. Die Behandlung der Zelllinien mit 
ZFN konnte somit erfolgreich die zu erwartende Steigerung des NER erzielen. 
 
 
4.3.6 Bi-direktionaler Transportversuch mit LC-MS Analyse 
 
Die generierten KO-Zelllinien sollten als verlässlichere und optimierte Zellkultur in 
Hochdurchsatz-Analysen von entwickelten potentiell therapeutischen Substanzen eingesetzt 
werden, um in vitro präzisere Vorausagen bezüglich der Interaktion mit den humanen 
Transportproteinen PGP und BCRP machen zu können. Aus diesem Grund wurde in 
Ergänzung zu der radioaktiv-basierten Untersuchung der Transporteigenschaften 
verschiedener Substanzen ebenfalls im Transwell
®
-System eine Analyse der transportierten 
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Substrate mittels LC-MS durchgeführt. In diesem Transportversuch wurden nicht-radioaktive 
Substanzen verwendet und die transportierte Stoffmenge mittels LC-MS bestimmt. Daher 
handelt es sich hierbei um eine sensitivere Methode zur Bestimmung der 
Transporteigenschaften der verschiedenen Zellpopulationen als die Bestimmung über die 
Messung der Radioaktivität. In Abbildung 4.37 werden zunächst die Efflux Ratios des LC-
MS Versuchs für die KO-Zelllinien MDR1_ZFN, MDCK_ZFN und BCRP_ZFN im 
Vergleich zur jeweiligen Ausgangspopulation dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.37: Efflux Ratio für den Transport von Quinidin und Metoprolol in den KO-Zelllinien sowie der 
jeweiligen Ausgangspopulation.  
Die Zelllinien wurden in Transwells
®
 kultiviert und der transzelluläre Transport von Quinidin und Metoprolol 
von ap-bas und bas-ap durch Messung der Stoffmenge einer Substanz im jeweiligen Kompartiment (Donor und 
Empfänger) bestimmt. Auf Basis der Papp-Werte (nicht dargestellt) wurde für die Substanzen Quinidin und 
Metoprolol das Efflux Ratio für die ZFN-Zelllinien und die jeweiligen Ausgangspopulationen gebildet (siehe 
3.2.5.2). 
MW +/- SD von n = 3 
 
 
Die Efflux Ratios für Quinidintransport in den KO-Zelllinien MDCK_ZFN und BCRP_ZFN 
waren im Vergleich zur ihrer jeweiligen Ausgangszellkultur stark reduziert und lagen auf 
einem vergleichbaren Niveau. Weiterhin ließ sich feststellen, dass das ER dieser beiden KO-
Zelllinien auf einem entsprechend niedrigen Niveau wie bei der Verwendung von Quinidin in 
Kombination mit dem selektiven Pgp-Inhibitor LY335979 lag (Daten hier nicht gezeigt). Das 
ER von MDR1_ZFN lag trotz Deletion des cPgp leicht oberhalb des Efflux Ratios von 
MDR1.  
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Metoprolol zeigte, im Gegensatz zu Quinidin, bei alle verwendeten Zelllinien ein vergleichbar 
niedriges ER. Diese Substanz unterlag keinem aktiven Efflux, dafür jedoch einer hohen 
passiven Diffusion. Die Verwendung des Inhibitors LY335979 erbrachte bei Berechnung des 
ER das gleiche Ergebnis (Daten hier nicht gezeigt). Metoprolol konnte somit 
erwartungsgemäß nicht als Substrat für den Efflux durch Pgp nachgewiesen werden. 
Das Net Efflux Ratio wurde wiederum aus den ER als Parameter berechnet, um beurteilen zu 
können, ob es sich bei der verwendeten Substanz um ein Substrat des humanen Pgp handelt. 
Aufgrund der zuvor berechneten Efflux Ratios für Metoprolol wurde lediglich das NER für 
Quinidin berechnet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4.38: Net Efflux Ratio von Quinidin der transfizierten Zelllinie in Bezug auf die jeweilige 
untransfizierte Kontrollzelllinie. 
Anhand der ER der verwendeten Zellen wurde das Net Efflux Ratio für hPGP berechnet. Bei einem NER > 2 
wird die untersuchte Substanz als Substrat von hPGP identifiziert. Die Linie markiert ein NER von 2. 
MW +/- SD von n = 3 
 
 
Wie zuvor in den Transportversuchen mit H
3
-Quinidin zeigten die KO-Zelllinien 
MDR1_ZFN und MDCK_ZFN im Vergleich zu den Ausgangspopulationen ein deutlich 
erhöhtes NER. 
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Das NER der KO-Zelllinien war in etwa 4-fach höher als das der Ausgangspopulationen. 
Zusätzlich zu den hier gezeigten Standardsubstanzen wurden in diesem Testsystem 
betriebsintern entwickelte Substanzen von AbbVie getestet, die zuvor keine verlässlichen 
Ergebnisse gezeigt haben. Unter Verwendung der im Rahmen dieser Dissertation generierten 
KO-Zelllinien wurden verlässlichere und verbesserte Werte erhalten (Daten hierzu können 
nicht gezeigt werden). 
Die durch Zinkfinger Nukleasen generierten KO-Zelllinien MDR1_ZFN, MDCK_ZFN, 
BCRP_ZFN zeigten sowohl auf Expressionsebene, als auch auf Ebene der Funktionalität, 
signifikant reduzierte Eigenschaften bezüglich cPgp. Im bi-direktionalen Transportversuch 
konnten für MDCK_ZFN, BCRP_ZFN sowie bei Versuchsdurchführung mit den KO-
Zelllinien unter Verwendung des selektiven Pgp-Inhibitors LY335979 vergleichbare 
Permeabilitätswerte nachgewiesen werden. MDCK_ZFN konnte als optimierte 
Kontrollzelllinie für die verwendete Versuchsanordnung zur Untersuchung von 
Testsubstanzen auf ihre Interaktion mit human transfizierten PGP in MDR1 Zellpopulationen 
etabliert werden. 
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5 Diskussion 
 
In der pharmazeutischen Industrie werden tausende Formulierungen und Substanzen 
entwickelt, um als wirksames Arzneimittel zugelassen zu werden. Von 4.000 bis 10.000 
Substanzen, die in der Grundlagenforschung als Arzneimittelkandidaten identifiziert werden, 
kommen lediglich ca. 5 in die klinische Phase und nur eine wird zur Patientenbehandlung 
zugelassen. Die Kosten für die Entwicklung und Zulassung eines Medikamentes sind sehr 
hoch und belaufen sich im Rahmen zwischen 500 Millionen und 2 Milliarden US-Dollar 
(DIMASI et al. 2003; ADAMS und BRANTNER 2006).  
Zur Überprüfung neuer Formulierung gehört auch deren mögliche Interaktion mit ABC-
Transportern. Diese repäsentieren eine Familie von Efflux-Transportproteinen, die u.a. 
Organe wie das Gehirn vor Xenobiotika schützen, jedoch aufgrund ihrer vielfältigen 
Substrateigenschaften auch viele Arzneimittel daran hindern, ihren Wirkort zu erreichen (s. 
2.1). Ein sehr wichtiger Vertreter dieser Efflux-Transporter ist das P-Glykoprotein (Pgp), 
welches über ein besonders breites Substratspektrum verfügt (s. 2.1.1). Aus diesem Grund ist 
es sehr wichtig bereits in einer frühen Phase nach der Entwicklug eines potentiellen 
Arzneimittels die Interaktion dieser Substanz mit Transportproteinen, vor allem Pgp, zu 
analysieren. Zellkulturmodelle stellen hierbei ein Modell dar, dass es ermöglicht mit einem 
recht hohen Durchsatz neue Substanzen zu testen. Ein adequates und sensitives 
Zellkulturmodell ist somit essentiell, um falsch negative oder falsch positive Ergebnisse zu 
vermeiden. 
Ziel dieser Arbeit war die Optimierung von MDCK-Zellen zur sensitiveren Analyse von  
Standardsubstraten sowie betriebsintern entwickelten Substanzen in Bezug auf ihre 
Interaktion mit Transportproteinen. Die bisher verwendeten Zelllinien lieferten teils 
inkonsistente Ergebnisse für Standardsubstrate und betriebsinterne Substanzen. Im speziellen 
Fokus stand hierbei die Wechselwirkung von transfiziertem humanem Pgp und dem 
endogenen caninen Pgp. 
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5.1 Sortierung und Analyse von MDCK-WT und MDCK-MDR1 
Zellen 
 
Es ist bekannt, dass zwischen der MDCK-WT Zelllinie und der stabil transfizierten MDCK-
MDR1 Variante die Expression des endogenen Transportproteinens cPgp von einander 
abweicht (KUTEYKIN-TEPLYAKOV et al.). Erste Ergebnisse bestätigten den Unterschied des 
Expressionsmusters dieses endogenen Transportproteins. Das endogen vorhandene cPgp war 
in der MDR1-Zelllinie im Vergleich zur Wildtyppopulation deutlich reduziert (s. Abb. 4.2). 
Ein möglicher Ansatz diesen Expressionsunterschied zu eliminieren war das präparative 
Sortieren von MDCK Zelllinien mit Calcein-AM als bekanntes Pgp-Substrat mittels FACS 
(HOMOLYA et al. 1993; ESSODAIGUI et al. 1998). In einer veröffentlichten Studie konnte 
gezeigt werden, dass mit dieser Methode das endogene cPgp in der MDCK Wildtypzelllinie 
merklich reduziert werden konnte (DI et al. 2010). In Anlehnung dazu sollte im Rahmen 
dieser Arbeit eine Zelllinie der MDCK-MDR1 Population generiert werden, die ein konstant 
hohes Niveau des transfizierten humanen Pgp aufweist und dieses über einen langen 
Passagenzeitraum beibehält. Des Weiteren sollte eine optimierte Zelllinie der MDCK-WT 
Population etabliert werden, welche eine verminderte Expression von cPgp aufweist und 
gleichzeitig diese cPgp Expression auf einem vergleichbaren Niveau wie bei den MDR1 
Zellen liegt. Diese Vergleichbarkeit dient als interne Kontrollle für Zellkultur-Testsysteme 
mit diesen Zellen und sollte über einen langen Passagenzeitraum erhalten bleiben. Die 
Stabilität des Expressionsmusters der generierten Zelllinien, d.h. ein möglichst homogenes 
Expressions- bzw. Aktivitätsniveau bezüglich Pgp,  ist ein wesentliches Kriterium für die 
Vergleichbarkeit und Verlässlichkeit von produzierten Ergebnissen.  
In der FACS Analyse konnte deutlich gezeigt werden, dass die bisher verwendeten Zelllinien 
MDCK und MDR1 ein sehr heterogenes Aktivitätsprofil von Pgp aufwiesen und es einige  
Zellen innerhalb der Zellkultur gab, die über eine höhere Aktivität verfügten als andere (s. 
Abb. 4.1). Diese Ergebnisse deckten sich mit den Beobachtungen von Di et al. (2010). Das 
heterogene Erscheinungsbild der Zelllinien lieferte eine mögliche Erklärung für inkonsistente 
Ergebnisse im betriebsinternen Zellkultur-Testsystem. Im Laufe der Passagen könnten dabei 
zufällig Zellen mit entsprechendem hohen oder niedrigen Aktivitätsprofil von Pgp in der 
Population dominierend kultiviert worden sein und so würde die Zellkultur in einem späteren 
Passagenzeitraum ein anderes Aktivitätsprofil von Pgp aufweisen als in vorangegangenen 
Passagen derselben Zelllinie. Um dieser Heterogenität entgegen zu wirken, wurden 
Einzelzellen eines definierten Aktivitätsprofils von Pgp aus der jeweiligen 
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Ausgangspopulation MDCK bzw. MDR1 sortiert und zu einer neuen Kultur vermehrt. 
Dadurch sollte eine homogene Zellpopulation gezüchtet werden, welche das Aktivitätsprofil 
von Pgp über einen längeren Zeitraum beibehält. Erste Ergebnisse der mRNA- und 
Proteinexpression bestätigten die Hypothese für diesen Lösungsansatz (s. Abb. 4.2, 4.4). Die 
generierte Zelllinie MDR1_high zeigte eine höhere Expression des transfizierten humanen 
Pgp und gleichzeitig eine Reduktion für das endogen vorhandene cPgp im Vergleich zur 
Ausgangspopulation MDR1. Für die ebenfalls generierte Zelllinie MDCK_low konnte auch 
eine Reduktion der Expression von cPgp nachgewiesen werden (Abb. 4.2, 4.3, 4.4). Der zuvor 
beschriebene Unterschied in der Expression des endogenen cPgp in der transfizierten Zelllinie 
MDR1 und der Wildtyp-Population MDCK kann verschiedene Ursachen haben. Die 
wahrscheinlichste Erklärung hierfür ist ein negativ regulatorisches Feedback, welches in einer 
Herunterregulation des enogenen Gens resultiert. Die Herunterregulation eines endogenen 
Gens durch ein transfiziertes exogenes Kontrukt ist bereits bekannt und indiziert ein 
Feedback-regulatorische Antwort des endogenen Gens, um den zellulären Bedarf zu 
befriedigen (LLOYD et al. 1992). Darüber hinaus sind Unterschiede in den zur Verfügung 
stehenden Klonen der Wildtyp und transfizierten Zelllinen von MDCK sowie Variationen, die 
durch das Passagieren entstehen, eine mögliche Erklärung für die Diskrepanz bezüglich des 
endogenen cPgp.  
Eine wichtige Zielsetzung für diesen Versuchsansatz war das Erzielen eines sowohl 
reduzierten als auch vergleichbaren Niveaus von cPgp in den MDR1 und MDCK Zelllinien. 
Dies konnte in den ersten Experimenten nachgewiesen werden (Abb. 4.3). Die neu 
generierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low zeigten im Gegensatz zu ihren 
Ausgangspopulationen keinen signifikanten Unterschied in ihrer mRNA-Expression von 
cPgp.  
Eine weitere wichtige Anforderung für die neu generierten Zelllinien war die Stabilität des 
Expressionsmusters über einen längeren Passagenzeitraum, um kontinuierliche Ergebnisse 
beim  Arbeiten mit diesen Zellen zu gewährleisten. Betrachtet man den in Abb. 4.3 (A) 
dargestellten Verlauf der cPgp Expression über den gesamten verwendeten Passagenzeitraum 
von Passage 10 bis Passage 50 fällt zunächst das sehr schwankende Profil der 
Ausgangspopulationen MDR1 und MDCK auf. Zusätzlich zeigten die Zelllinien MDCK und 
MDR1 im Vergleich zueinander einen zunehmend signifikanten Unterschied der cPgp 
Expression im Zeitverlauf. Dadurch war die untransfizierte Zellpopulation MDCK als 
Kontrolle für die MDR1 Zellllinie für Transportversuche nicht optimal. Die generierten 
Zelllinien MDR1_high und MDCK_low zeigten einen vergleichbaren Verlauf der Expression 
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von cPgp, allerdings nahm die Expression mit zunehmender Passagierung ab. Diese 
Beobachtungen führten zu der Vermutung, dass bei paralleler Kultivierung der sortierten 
Zellpopulationen MDR1_high und MDCK_low die verbesserte Vergleichbarkeit zu einer 
Generierung verlässlicherer Daten im in vitro-Testsystem führt. Dies steht im Gegensatz zu 
ihren Ausgangszellkulturen, die scheinbar auch bei paralleler Kultivierung, vermeintlich 
durch die Heterogenität der Kultur, keine Vergleichbarkeit des cPgp-Expressionsniveaus 
erreichten.  
In Ergänzung zur Analyse des mRNA-Levels von Pgp wurden Western Blot Analysen zur 
Proteinexpression durchgeführt, um die gewonnen Erkenntnisse aus den qRT-PCR Analysen 
zu bestätigen. Im Gegensatz zur qRT-PCR Analysenmethode konnte hier nicht zwischen dem 
transfizierten humanen Pgp und dem endogenen cPgp in den beiden MDR1 Zelllinien (MDR1 
und MDR1_high) unterschieden werden und es wurde nur die Gesamtproteinexpression von 
Pgp bestimmt (s. Abb. 4.4 ). Es konnte fesgestellt werden, dass die qRT-PCR Ergebnisse gut 
mit den Resultaten der Western Blot Analyse korrelieren (s. Abb. 4.5). Diese 
Übereinstimmung von mRNA und Protein Niveau konnten für den kompletten Zeitverlauf 
nachgewiesen werden. In einer veröffentlichten Studie wurde bereits in Caco-2-Zellen eine 
direkte Korrelation zwischen Proteinexpression und mRNA-Level von Pgp vorgestellt. Ein 
niedriges Pgp mRNA-Level führte ebenfalls zu einem niedrigen Pgp Proteinlevel (SHIRASAKA 
et al. 2009).  
Um die sortierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_lower näher zu charakterisieren, wurde 
zusätzlich die Aktivität von Pgp in zwei verschiedenen Versuchsanordnungen untersucht. 
Zunächst wurde die Aktivität von Pgp durch Aufnahme von Calcein-AM und Ermittlung der 
intrazellulären Fluoreszenz analysiert. Dieser Versuch mit Calcein-AM als Substrat von Pgp 
bestätigte die in den Expresssionsversuchen gewonnenen Ergebnisse. Die MDR1_high Zellen 
zeigten im Vergleich zur Ausgangszelllinie MDR1 konstant über den untersuchten 
Passagenverlauf eine signifikant höhere Pgp-Aktivität. Parallel dazu wiesen die MDCK_low 
Zellen eine signifikant niedrigere Aktivität von cPgp auf, die ebenfalls für den gesamten 
Passagenverlauf vorlag (s. Abb. 4.6). Diese funktionalen Ergebnisse gaben erste Hinweise auf 
die erfolgreiche Etablierung von zwei optimierten Subpopulationen, welche in 
Transportstudien konstant zuverlässige Ergebnisse versprechen. 
Für spezifischere Untersuchungen hinsichtlich der verbesserten Transporteigenschaften in den 
generierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low wurden bi-direktionale Transportstudien 
mit radioaktiv markiertem Quinidin, Vinblastin und Digoxin als verifizierte Substrate von Pgp 
durchgeführt (DE LANNOY und SILVERMAN 1992; SILVERMAN 1999; CHANG et al. 2006; 
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KEOGH und KUNTA 2006; SIARHEYEVA et al. 2006; SZAKACS et al. 2006). Neben der 
Berechnung des Efflux Ratios (ER) diente insbesondere das Net Efflux Ratio (NER) als 
Parameter für die Identifizierung von Substanzen als Substrat für humanes Pgp in diesem 
Zellkultursystem. Die amerikanische Zulassungsbehörde US Food and Drug Administration 
(FDA) hat dem NER in der veröffentlichten „Guidance for Industry“ eine besondere 
Bedeutung beigemessen (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA) und SERVICES 2006). In 
vorherigen Veröffentlichungen sowie in der aktuellen Leitlinie wird ein NER-Wert von 2 oder 
höher festgelegt, um eine Substanz eindeutig als Substrat des humanen Pgp zu identifizieren 
(FENG et al. 2008). Für alle verwendeten Referenzsubstrate konnte eine signifikante 
Verbesserung der Net Efflux Ratios über den gesamten Passagenzeitaum mit den neu 
generierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low erzielt werden (s. Abb. 4.9, 4.14, 4.19). 
Auffällig war bei Untersuchungen mit Vinblastin in den Ausgangspopulationen MDR1 und 
MDCK das geringe NER mit einem Wert von unter 2 über den gesamten Zeitverlauf. Dies 
würde bedeuten, dass Vinblastin kein Substrat des humanen Pgp wäre und liefert somit ein 
falsch negatives Ergebnis. Mit den optimierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low 
konnte dagegen Vinblastin zuverlässig als Substrat des humanen Pgp erkannt werden, das 
NER lag konstant bei 4 (s. Abb. 4.14). 
Diese Erkenntnis bestätigt die Ausgangslage mit z.T. nicht stichhaltigen oder schwankenden 
Ergebnissen mit dem bestehenden Zellkulturmodell als in vitro-Testsystem. Um die 
verwendeten Substanzen als spezifische Substrate von Pgp zu verifizieren, wurden die 
Transportstudien auch in Gegenwart des bekannten selektiven Pgp-Inhibitors LY335979 
durchgeführt (DANTZIG et al. 1999; VAN DER SANDT et al. 2001; RUBIN et al. 2002; SHEPARD 
et al. 2003). Alle Substanzen konnten hierbei durch Verwendung von LY335979 als Pgp-
Substrat identifiziert werden (s. Abb. 4.11, 4.16, 4.21). 
Aufgrund der guten Ergebnisse für Quinidin als valide und gut detektierbares Substrat (s. 
Abb. 4.9) wurde es betriebsintern als Referenzsubstanz für das in vitro-Testsystem festgelegt. 
Für ein Testsystem mit Caco-2 Zellen wurde Quindin ebenfalls als eine Referenzprobe für 
Pgp als Substrat bestätigt (PATIL et al.). 
Bei Transportversuchen können generell immer wieder Inkonsistenzen auftreten. Neben dem 
bereits erwähnten Transportprotein Pgp existieren weitere Transportproteine, die ebenfalls an 
Barriere-Systemen exprimiert werden und Ergebnisse von in vitro-Systemen beeinflussen 
können. Aus diesem Grund ist es wichtig das Expressionsprofil der verwendeten Zelllinien in 
Bezug auf diverse Transportproteine zu kennen. Die ABC-Transporter Superfamilie, zu der 
auch Pgp gehört, umfasst mehrere Effluxtransporter wie Bcrp und verschiedene Mrp-
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Transportproteine (Mrp1, 2, 4, 5). Bcrp konnte in den verwendeten MDCK Zelllinien nicht 
nachgewiesen werden, was bereits in veröffentlichten Studien gezeigt werden konnte 
(KUTEYKIN-TEPLYAKOV et al.). Endogen vorhandene Transportproteine, vor allem das 
endogene cPgp auf Grund des breiten Substratspektrums, bergen das Risiko der möglichen 
Interaktion mit dem transfizierten humanen Transporter (s. 2.1.1) (SEELIG 1998). Da mit den 
neuen Zelllinien MDR1_high und MDCK_low eine möglichst geringe cPgp Expression 
angestrebt wurde, konnte dieses Risiko zusätzlich minimiert werden. 
Eine interessante Entdeckung war die verminderte Expression von cMrp2 in der transfizierten 
MDR1 Zelllinie im Vergleich zu MDCK, welche mit einer ebenfalls verminderten Expression 
von cPgp einherging (s. Abb. 4.22). Die verminderte Expression von cMrp2 in MDR1 Zellen 
im Vergleich zu MDCK konnte bereits in Studien gezeigt werden (KUTEYKIN-TEPLYAKOV et 
al.). Diese kombinierte Herrunterregulation deutet eine synergistische Funkionalität der 
beiden Transportproteine in Nierenzellen an. Hinweise auf einen Synergismus zwischen Pgp 
und Mrps in dieser Zellart wurden bereits postuliert (KUTEYKIN-TEPLYAKOV et al.; OSWALD 
et al.). Die generierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low waren soweit optimiert, dass 
sie neben ihrer bereits erwähnten reduzierten cPgp Expression zusätzlich eine verminderte 
Expression von Mrp2 zeigten, die nun sogar auf einem vergleichbaren Niveau lag. Diese 
Resultate bekräftigten die Hypothese des funktionellen Synergismus von Pgp und Mrp2 in 
Nierenzellen. Denn mit einer zusätzlichen Reduktion des endogenen cPgp in MDCK Zellen 
ging eine Verminderung der Mrp2-Expression einher (s. Abb. 4.22).  
Da neben cPgp nur für Mrp2 und Mrp4 eine nennenswerte Expression festgestellt werden 
konnte, wird somit eine mögliche Interaktion dieser Transporter mit hPgp minimiert (s. Abb. 
4.22). 
Neben den ABC-Efflux Transportproteinen spielt ebenfalls die Solute carrier Superfamilie 
(SLC) in der Disposition von Arzneistoffen eine Rolle (SCHINKEL und JONKER 2003; 
HEDIGER et al. 2004). Das „International Transporter Consortium“ veröffentlichte die 
Verbreitung der Expression von verschiedenen Transportproteinen in diversen Organen des 
Menschen (GIACOMINI et al.). Basierend auf dieser Arbeit wurden 
verschiedeneTransportproteine ausgewählt und auf ihre Expression in den verwendeten 
MDCK-Zelllinien hin untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abb. 4.23 
dargestellt. Nur der Monocarboxylic acid transporter 1 (MCT1) und der Organic 
cation/carnitine transporter (OCTN2) zeigten relevante Expressionslevel. In einer vorherigen 
Studie wurde bereits veröffentlicht, dass speziell MCT1, welches kurzkettige 
Monocarboxylate und kleine Verbindungen mit Carboxylat-Gruppen wie Salicylat erkennt, in 
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einer Vielzahl von Zelllinien exprimiert wird, wie z.B. Caco-2, HEK293 oder HeLa (AHLIN et 
al. 2009). 
Mit diesen fundierten Erkenntnissen über die verwendeten Zelllinien ist es möglich, die 
Ergebnisse aus durchgeführten Transportversuchen besser verstehen und beurteilen zu 
können. Es konnte eindeutig gezeigt werden, dass mit den neu generierten Zelllinien 
MDR1_high und MDCK_low eine deutliche Verbesserung der Ergebnisse aus 
Transportstudien hinsichtlich ihrer Verlässlichkeit und Sensitivität erreicht werden konnte.In 
der bisherigen Verwendung der Ausgangspopulationen konnten lediglich akzeptable 
Ergebnisse generiert werden, indem frühe Passagen von MDCK und MDR1 aufgetaut wurden 
und für einen kurzen Zeitraum von maximal ca. 10 Passagen verwendet wurden. Die 
sortierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low konnten nachweislich mit verbesserten 
Ergebnissen über einen längeren Passagenzeitraum durchgängig verwendet werden. 
 
 
5.2 Sortierung und Analyse von MDCK-BCRP Zellen 
 
Das ABC-Transportprotein BCRP spielt bei der Entwicklung von Arzneimitteln zunehmend 
eine wichtige Rolle. Daher ist  es wichtig, ebenso wie zuvor für Pgp, ein verlässliches 
Zellkulturmodell zur Verfügung zu haben, um Substanzen auf ihre potentiellen Interaktionen 
mit diesem Transporter zu untersuchen. Die mit dem humanen BCRP transfizierte Zelllinie 
MDCK-BCRP eignet sich hierfür ebenfalls sehr gut und wird auch für in vitro-
Zellkultursysteme verwendet (AN und MORRIS; JUVALE et al.; PICK und WIESE). Der Vorteil 
dieses Systems mit MDCK-Zellen ist das Fehlen der Expression von endogenem Bcrp, 
welches mit dem transfizierten humanen BCRP interagieren könnte (s. 4.1.6). Aufgrund des 
bereits erwähnten breiten Substratspekrums von Pgp, welches sich teilweise mit dem von 
BCRP überlappt (s. 2.1.2), kann es jedoch zu Interaktionen mit dem endogen exprimierten 
cPgp kommen. Wie in den zuvor gezeigten Transportversuchen dargestellt wurde, kommt es 
in Transportversuchen zu sehr hohen Efflux Ratios durch das endogene cPgp (s. Abb. 4.8, 
4.13, 4.18). Aus diesem Grund wurde, in Ergänzung zu den zuvor generierten Zelllinien, eine 
Zelllinie aus der MDCK-BCRP Zellpopulation etabliert, die ebenfalls über eine verminderte 
Expression und damit einhergehend verminderte Aktivität von cPgp verfügen sollte. Auch 
hier wurden aus der bestehenden BCRP Population, mittels Calcein-AM als Pgp-Substrat, 
Einzelzellen am FACS präparativ sortiert. Auch das Fluoreszenzmuster der BCRP 
Ausganspopulation zeigte ein sehr heterogenes Verteilungsbild. Dies ist ein Indiz für eine 
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hohe Varianz für die Expression von cPgp innerhalb der Zellkultur und könnte, wie bei der 
MDCK Zelllinie, auf ein instabiles Expressionsprofil über einen längeren Zeitraum hinweg 
hindeuten (s. Abb. 4.24). 
In ersten Expressionsanalysen zeigte die Einzelzellkultur BCRP_low im Vergleich zur 
Ausgangspopulation BCRP ein vermindertes mRNA-Level von cPgp (s. Abb. 4.25). In 
anschließenden Western Blot-Analysen konnte ebenfalls ein vermindertes Proteinlevel 
festgestellt werden. Dieser Unterschied war jedoch bei den BCRP Zelllinien sehr viel geringer 
als in den zuvor generierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low im Vergleich zu ihren 
jeweiligen Ausgangspopulationen (s. Abb. 4.26).  
Um feststellen zu können, ob die generierte Zelllinie BCRP_low über eine verminderte 
Aktivität von cPgp verfügt, wurden Transportversuche mit diversen Pgp-Substraten 
durchgeführt. Zunächst wurde die Funktionalität des endogenen Pgp durch den Calcein-AM 
Aufnahmeversuch getestet. Die BCRP_low Zelllinie zeigte dabei im Vergleich zur 
Ausgangpopulation eine signifikant niedrigere Aktivität von Pgp (Abb. 4.27).  
Dieses Ergebnis sollte zusätzlich durch den bi-direktionalen Transportversuch mit radioaktiv 
markiertem Quinidin bestätigt werden. Um einen möglichen Einfluss der Verminderung der 
Pgp-Expression auf die BCRP-Aktivität zu untersuchen, wurde Prazosin als Substrat für die 
funktionelle Analyse von BCRP verwendet. Für Quinidin, als auch für Prazosin, konnten 
keine signifikanten Veränderungen des Efflux Ratios in BCRP_low im Vergleich zu BCRP 
festgestellt werden (Abb. 4.29).  
Bei Verwendung des Referenzsubstrats Quinidin für den Transport durch Pgp konnte keine 
Minimierung des ER nachgewiesen werden und es musste davon ausgegangen werden, dass 
das präparative Sortieren im Fall der BCRP_low im Vergleich zur Ausgangpopulation zu 
keinem Erfolg geführt hat. Aus diesem Grund wurde diese Zelllinie nicht eingehender 
charakterisiert. 
 
 
5.3 Genomischer knockout von cPgp mit Hilfe von Zinkfinger 
Nukleasen 
 
Um eine Interaktion von edogenem cPgp mit dem human transfizierten PGP oder BCRP 
gänzlich zu verhindern, wurde mittels Zinkfinger Nukleasen versucht in den etablierten 
Zellinien das endogene mdr1-Gen zu deletieren. 
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Zur erfolgreichen Gewinnung einer BCRP Zelllinie mit Deletion des endogenen cPgp wurde 
ein genomischer Knockout mittels ZFN durchgeführt. Die Zelllinien MDR1_high  und 
MDCK wurden zur Herstellung von cPgp-defizienten MDCK-Populationen ebenfalls mit 
ZFN behandelt. Für diese Populationen wurden zwar bereits erfolgreich optimierte Zelllinien 
hinsichtlich verminderter cPgp-Aktivität gewonnen, sie zeigten jedoch immer noch 
Unterschiede in ihrer Expression im Vergleich zu einander (s. Abb. 4.3). Des Weiteren 
konnten zwar im Transportversuch mit Referenzsubstanzen für die Zelllinien MDR1_high 
und MDCK_low verbesserte NER festgestellt werden, im Testsystem mit betriebsinternen 
Substanzen zeigten diese hingegen keine derart deutliche Verbesserung (Daten hier nicht 
gezeigt). Ein weiterer Grund für die Etablierung von cPgp KO-Zellen war vor allem die 
Vergleichbarkeit der im Experiment verwendeten Zellpopulationen, da die Wildtyp Zelllinie 
immer als Kontrollpopulation zur transfizierten Zelllinie dient. Der genomische Knockout mit 
Zinkfinger Nukleasen bietete den Vorteil der persistierenden Deletion des Gens, was im 
Gegensatz zu einer Herunterregulation mit z.B. siRNA, nicht nur transient ist (MARTIN und 
CAPLEN 2007). Ein weiterer Vorteil war die Erhaltung des Sicherheitsstatus für das Arbeiten 
mit diesen Zelllinien in der Zellkultur. Denn um mittels siRNA eine dauerhafte 
Herunterregulation von cPgp zu erreichen, wird die siRNA standardmäßig mittels viraler 
Vektoren, wie z.B. lentiviralen Vektoren, in die Zellen transfiziert (CHEN et al.; DREYER 
2011). Durch den Einsatz des viralen Vektors würde sich der Sicherheitsstatus jedoch von 
Stufe S1 auf Stufe S2 erhöhen. Für diese erhöhte Sicherheitsstufe sind u.a ergänzende 
Sicherheitsvorkehrungen zu treffen (§7 Gentechnikgesetz, GenTG) (DEUTSCHLAND PRESSE- 
UND INFORMATIONSAMT 1991). 
Die ZFN wurden von der Firma Sigma-Aldrich
®
 hergestellt und spezifisch für die Sequenz 
des cPgp Gens angefertigt. Hierbei wurde strikt darauf geachtet, dass es bei der 
Erkennungssequenz des ZFN nicht zu einer Überschneidung mit der Sequenz der humanen 
Form von Pgp kommt. ZFN sind eine Klasse von DNA bindenden Proteinen, die in der Lage 
sind Doppelstrang Brüche an spezifischen Stellen in der DNA zu erzeugen (s. 2.5). Durch den 
natürlichen intrazellulären DNA-Reparaturmechanismus werden diese Doppelstrang Brüche 
funktional durch homologe Rekombination repariert, allerdings kann es auch zu 
Fehlreparaturen kommen. Aufgrund des letzteren Mechanimus entstehen in 1-20 %, je nach 
verwendeter Zelllinie, Mutationen, durch die das Zielgen cPgp nicht mehr funktional 
exprimiert werden kann (prozentuale Angabe laut Sigma-Aldrich
®
).  
Nach erfolgreicher Identifizierung der KO-Zelllinien durch Genotypisierung mittels PCR-
Analyse wurden diese hinsichtlich ihres Expressionsprofiles untersucht (Abb. 4.32). In allen 
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generierten Zelllinien, MDR1_ZFN, MDCK_ZFN und BCRP_ZFN, konnten signifikant 
verringerte cPgp Expressionen mittels qRT-PCR festgestellt werden. Allerdings konnte 
immer noch eine verbliebene, wenn auch sehr geringe Expression von cPgp nachgewiesen 
werden. Für alle generierten KO-Zelllinien konnten Expressionen von cPgp auf einem 
vergleichbar niedrigen Niveau festgestellt werden. Um zu verifizieren, dass es sich bei der 
Expression auch um transkribiertes cPgp handelt wurde mittels Western Blot eine 
Proteinexpressionsanalyse durchgeführt. Auch in diesem Versuch konnte die Expression von 
Pgp nachgewiesen (s. 4.33).  
Als Ursache für die verbliebene Expression von cPgp kommen verschiedene Möglichkeiten in 
Frage. Für Pgp existieren innerhalb der Tierfamilie, also canis lupus familiaris, aus dem die 
Zellkultur usprünglich generiert wurde, Transskriptionsvarianten des für Pgp codierenden 
mdr1-Gens (www.ensembl.org). Aus diesen Transkripten kann ebenso translatiertes Protein 
hervorgehen, welches im Western Blot aufgrund derselben Epitope mit dem Pgp-spezifischen 
Antikörper detektiert werden könnte. Als Transkriptionsvariante des mdr1-Gens haben diese 
Transkripte eine sehr hohe Sequenzhomologie im Vergleich zur vollständigen Pgp-mRNA, so 
dass es auch möglich ist diese in der qRT-PCR mit den verwendeten Primern zu detektieren. 
Ebenso wahrscheinlich ist das Vorkommen von sogennaten „Single-Nucleotide 
Polymorphismen“ (SNP). Diese SNPs können durch Austausch von einzelnen Basen in der 
Gensequenz zu einem Tausch der Aminosäuren oder einem Stopp-Kodon im translatierten 
Protein führen, welches dadurch die Funktionalität verlieren kann. Für den Menschen konnten 
bereits mehrere SNPs nachgewiesen werden, u.a auch für das humane MDR1-Gen (WANG et 
al. 2005; CHOUDHURI und KLAASSEN 2006). 
Eine weitere Möglichkeit ist das Vorkommen des mdr1-Gens in dieser Zelllinie in mehreren 
Kopien (TERZI 1974; HASTINGS et al. 2009; O'HUALLACHAIN et al. 2012). Dadurch würde bei 
Behandlung mit den ZFN nur eine Kopie des mdr1-Gens deletiert und es konnte durch 
Genaktivität der verbliebenen Genkopien immer noch translatiertes cPgp exprimiert werden. 
Um diese verbliebene Expression zu eliminieren, müssten die Zellen erneut mit Zinkfinger 
Nukleasen transfiziert werden, so dass auch die cPgp-Expression in den verbliebenen cPgp-
Genkopien ausgeschaltet wird. Über die genetischen Gegebenheiten dieser Zelllinie gibt es 
allerdings keine näheren Informationen, jedoch wurde die ursprüngliche Zelllinie bereits 1958 
etabliert und seit dem mehrfach verändert und auch neue Kulturvarianten etabliert (DUKES et 
al.). Des Weiteren wurde bereits in dieser Arbeit festgestellt, dass es sich bei der Zellkultur 
von MDCK-Zellen um eine sehr heterogene Population handelt (s.  2.5, z.B. Abb. 4.1). Daher 
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ist es durchaus möglich, dass sich im Laufe der Zeit über Mutationen eine Mehrallelität und 
Genkopie-Varianten bezüglich dieses wichtigen Efflux Transportproteins ausgebildet haben. 
In allen generierten KO-Zelllinien konnte, wie auch zuvor bei der FACS-Sortierung der 
MDR1 und MDCK Zellen, eine mit der Reduzierung von cPgp einhergehende Verminderung 
von cMrp2 auf mRNA-Ebene festgestellt werden. Diese erneut aufgetretene parallele 
Verminderung von Mrp2 zusammen mit Pgp unterstützt die zuvor aufgestellte Hypothese des 
funktionellen Synergismus dieser beiden Transportproteine. 
Ein wichtiger Aspekt für die Generierung dieser KO-Zelllinien war, wie schon bei der 
Optimierung durch präparatives Sortieren, die Etablierung einer sensitiven und verlässlichen 
Zellkultur für das in vitro Testsystem in Transportstudien bei der Entwicklung neuer 
Arzneistoffe. Daher wurden zur Analyse der Funktion mit den generierten KO-Zelllinien bi-
direktionale Transportstudien durchgeführt, sowohl mit radioaktiv markiertem Quinidin als 
Referenzsubstanz für Pgp-Substrate als auch mit nicht-radioaktiv markierten Substanzen, 
deren Transport ebenfalls im Transwell
®
-System, allerdings mittels LC-MS, analysiert wurde. 
Das LC-MS Verfahren wird standardmäßig in der Industrie zur Ermittlung der Interaktion 
(Substrat, Inhibitor, induzierende Eigenschaften) von potentiellen Arzneistoffen mit einem 
Transportprotein eingesetzt und ermittelt die transportierte Substratmenge im apikalen bzw. 
basolateralen Kompartiment. Für das Referenzsubstrat Quinidin konnten sowohl im 
radioaktiven als auch im nicht-radioaktiven Analyseverfahren signifikante Reduktionen des 
Efflux Ratios bei MDCK_ZFN festgestellt werden (s. Abb. 4.35, 4.37). Die erhaltenen Werte 
lagen in etwa auf dem Niveau bei Durchführung des jeweiligen Versuches in Kombination 
mit dem selektiven Pgp-Inhibitor LY335979 (Ergebnisse nicht gezeigt; s. Abb. 4.11 für 
radioaktiven Transport). Es kann daher angenommen werden, dass die Behandlung mit ZFN 
bei dieser Population zu einer Deletion des mdr1-Gens führte und kein funktionales cPgp 
mehr exprimiert wird. Im Zusammenhang mit der MDR1_ZFN Zelllinie konnte im Vergleich 
zu den Ausgangspopulationen MDR1 und MDCK ein signifikant höheres Net Efflux Ratio 
bei beiden Analyseverfahren ermittelt werden (s. Abb. 4.36, 4.38). Wichtig bei der 
Beurteilung der KO-Zellinien hierbei war auch die Analyse von betriebsinternen Substanzen. 
Die besonders fehleranfälligen Substanzen mit inkonsisten Daten zeigten im Gegensatz zu 
den zuvor generierten Zelllinien MDR1_high und MDCK_low ein sehr viel zuverlässigeres 
Analysebild (Daten können hier nicht gezeigt werden). Auch die generierte BCRP_ZFN  
Zelllinie zeigte sowohl für das Referenzsubstrat Quinidin als auch für die kritischen 
betriebsinternen Substanzen in diesem Transportversuch ein vermindertes Efflux Ratio. Dies 
bedeutet, dass durch die Deletion des endogenen cPgp durch ZFN, im Gegensatz zum 
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Verbesserungsansatz via FACS-Sortierung, eine Optimierung der BCRP-Kultur für 
Transportversuche etabliert werden konnte. 
Aus diesem Grund kann die Generierung von optimierten Zelllinien bezüglich verringerter 
cPgp-Aktivität mittels KO von endogenem Pgp durch ZFN als erfolgreich bezeichnet werden. 
Die Eliminierung auf genomischer Ebene konnte vielleicht nicht vollständig vollzogen 
werden, jedoch konnte die verbliebene Expression von cPgp kaum einen Effekt auf die 
Transporteigenschaften der Zellpopulationen für Substrate von Pgp ausüben und ist 
wahrscheinlich nicht funktional.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 
 
°C   Grad Celsius 
λ   Wellenlänge 
µg   Mikrogramm 
µl   Mikroliter  
µM   Mikromolar 
µm   mikrometer 
A   Adenin 
ABC   ATP-binding cassette 
ATP   Adenosin-Triphosphat 
BCRP   breast cancer resistance protein 
BHS   Blut-Hirn-Schranke 
BSA   bovines Serum Albumin, Rinderserumalbumin 
Bsep   Bile-salt export pump 
bzw.   beziehungsweise 
C   Cytosin 
c   Konzentration 
ca.   circa 
Caco   Kolon-Adenokarzinom 
Calcein-AM  Calcein bis-Acetoxymethylester 
cm
2
   Quadratzentimeter 
ctrl.   Kontrolle 
Cu   Kupfer 
DMEM  Dulbecco’s modified eagle medium 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxyribonukleinsäure 
dNTPs   Desoxynukleotidphosphate 
DTT   Dithiothreitol 
ER   Efflux Ratio 
FACS   Fluorescence activated cell sorting 
G   Guanin 
g   Gramm 
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GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
Ig   Immunglobulin 
Inh.   Inhibitor 
kDA   Kilodalton 
KRB   Krebs Ringer Puffer 
Mate   multidrug and toxin extrusion protein 
Mct   Monocarboxylic acid transporter 
MDR   multidrug resistance 
Min.   Minuten 
mg   Milligramm 
mRNA  messenger RNA (Boten-RNA) 
MRP   multidrug-resistance associated protein 
Na-K-ATPase  Natrium-Kalium-ATPase 
NER   Net Efflux Ratio 
NBD   Nukleotidbindungsdomäne 
nm   Nanometer 
Ntcp   Sodium/taurocholate co-transporting peptide 
Oat   Organic anion transporter 
Oatp   Organic anion transporting protein 
Oct   Organic cation transporter 
Octn   Organic cation/ergothioneine transporter 
PAGE   Polyakrylamid Gelelektrophorese 
Papp   apparente Permeabilität 
PBS   phosphate buffered salines 
PCR   polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion) 
Pept   Peptid Transporter 
Pgp   P-(Permeations) Glykoprotein 
PVDF   Polyvinyldifluorid 
qRT-PCR  quantitative real time PCR (quantitative Echtzeit-PCR) 
RNA   Ribonukleinsäure 
rpm   rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 
SDS   Sodiumdodecylsulfat 
T   Thymin 
TAE   Tris-Acetat-EDTA-Puffer 
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TEMED  N, N, N´, N´-Tetramethylethylendiamin 
TMD   Transmembrandomäne 
Tris   Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
x g   x Faches der Erdbeschleunigung (9,81 m/s
2
) 
ZFN   Zinkfinger Nukleasen 
ZNS   Zentralnervensystem 
 
